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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
LC  tekočinska kromatografija (angl. liquid chromatography) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance liquid 
chromatography) 
RP  reverzna faza 
RPLC  tekočinska kromatografija, katera temelji na laksnostih reverzne faze 
CAD  detektor Corona Veo RS  
MqH2O deionizirana voda 
TFA  trifluorocetna kislina 
PFPA  pentafluoropropanojska kislina 
HFBA  heptafluorobutanojska kislina 
PFVA  perflouropentanojska kislina 
ACN  acetonitrile 
%   delež 
µ  mikron
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1.1 NAMEN IN POVOD DELA 
V magistrski nalogi je opisan razvoj analitske metode za določanje aminokislin v 
formulatorskih vzorcih bioloških zdravil. Z uporabo kolone Thermo Scientific Acclaim 
RSLC Polar Advantage II 2,2 µm 2,1 × 250 mm in CAD-detektorja za sistem HPLC smo 
razvili metodo za določanje 13 aminokislin, ki so najpogosteje prisotne v formulatorskih 
vzorcih. Poskušali smo razviti preprosto, a hkrati robustno metodo za določanje aminokislin 
v vzorcih bioloških zdravil. Z novo razvito metodo bi tako kromatografsko učinkovito ločili 
13 posameznih aminokislin med seboj. Temeljni cilji razvoja analitske metode so točnost, 
natančnost, linearnost, robustnost, selektivnost in specifičnost metode. Med razvojem 
metode smo poskušali slediti tem parametrom. Zadrževanje hidrofilnih aminokislin je bilo 
doseženo z dodajanjem hlapnih snovi, ki združujejo ione v delu poimenovani ion-pair 
modifikatorji (angl. Ion pair reagents) v mobilne faze. Metodo smo razvili s pomočjo vrste 
optimizacijskih postopkov, preko katerih smo razvili končno metodo za določevanje 
trinajstih najpogostejših aminokislin v formulatorskih izdelkih bioloških zdravil. 
1.2 DELAVNE HIPOTEZE RAZVOJA METODE 
V poglavju 1.1. je zapisano, da je bil namen naloge razviti analitsko metodo za določevanje 
aminokislin v vzorcih bioloških zdravil.  
Skladno s prebrano literaturo smo pred začetkom naloge postavili naslednje hipoteze: 
 Hipoteza 1: Pri tekočinski kromatografiji je izjemnega pomena mobilna faza, saj je 
njena sestava odvisna od hitrosti elucije, ki je povezana z vezavo analita na 
stacionarno fazo kolone. Tako smo predpostavili, da dodatek ion-pair modifikatorja 
v polarno mobilno fazo (mobilna faza A) vpliva na daljši čas zadrževanja analita na 
koloni zaradi povečanja hifrofobnosti molekul in s tem izboljša ločbo analitov zaradi 
močnejše interakcije med molekulo in stacionarno mobilno fazo kolone, katera 
vpliva na kasnejšo eluiranje molekule iz kromatografske kolone.  
 Hipoteza 2: V prvi hipotezi smo predpostavili, da dodatek ion-pair modifikatorja 
vpliva na boljšo ločbo analita. Temu je sledila druga hipoteza, saj je iz literature 
znano, da je, daljša kot je C-veriga (ogljikova veriga) ion-pair modifikatorja, 
močnejša je interakcija analita na stacionarno fazo kolone. S tem se podaljša čas 
zadrževanja analita na koloni in izboljša ločba (poveča se retenzijski čas). 
Predpostavili smo, da bo najboljša ločba analitov pri dodatku modifikatorja z daljšo 
C-verigo v polarno mobilno fazo. 
 Hipoteza 3: Na ločbo izrazito vpliva tudi temperatura, in sicer na lastnosti mobilne 
faze. Tako smo postavili hipotezo, večja kot je temperatura kolone, krajši je čas 
zadrževanja analita na koloni saj delci potujejo zaradi povišane temperature hitreje 
2 
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skozi kolono. Z nižanjem temperature se zamikajo vrhovi aminokislin (analita) v 
desno, kar pomeni, da se bo vzorec eluiral iz kolone pozneje zaradi močnejše vezave 
analita na stacionarno fazo kolone. 
 Hipoteza 4: Gradient metode pomembno vpliva na spreminjanje deleža polarne in 
nepolarne mobilne faze, s tem pa vpliva na jakost interakcije analita s stacionarno 
fazo, ki se kot posledica kaže v času zadrževanja analita na koloni. Postopno 
spreminjanje gradienta, kjer se delež nepolarne mobilne faze postopno povečuje 
vpliva na jakost vezave analitov na nepolarno kolono kjer se jakost vezave postopno 
povečuje. Tudi delež polarne in nepolarne komponente na koloni pa vpliva na moč 
vezave analita na stacionarno fazo kolone, kar določa retenzijo analita. Tako smo 
predpostavili, da ima sprememba gradienta pomemben vpliv na resolucijo, in sicer 
se ob postopni spremembi gradienta in razmerja med polarno in nepolarno mobilno 
fazo resolucija povečuje, kar pomeni, da se ločba izboljša. 
 
Splošno smo izhajali iz osnovnih štirih postavljenih hipotez, vendar smo v času 
eksperimentalnega dela razvoja metode morali spremljati vplive tudi drugih komponent 
metode, ki so opisane v nadaljevanju naloge v poglavju 4.1. Tako smo iz preprosto 
načrtovanega razvoja metode prišli z vrsto dodatnih poizkusov, do kompleksnejšega razvoja 
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2 PREGLED OBJAV  
Predno smo se lotili razvoja metode, smo pregledali literaturo, ki je bila do zdaj že objavljena 
na področju določanja aminokislin s tekočinsko kromatografijo. Pregled literature je bil zelo 
obsežen in je zajemal veliko člankov, kar nakazuje na široko področje uporabe tekočinske 
kromatografije za določanje aminokislin. Za potrebe analitskih raziskav oddelka razvoja 
bioloških zdravil podjetja Lek d.d., smo se osredotočili na ozko območje tekočinske 
kromatografije za določitev aminokislin v formulatorskih izdelkih bioloških zdravil. Kot 
predpogoj smo določili, da bomo uporabili tekočinsko kromatografijo pri kateri predhodna  
derivatizacija aminokislin v vzorcu ne bo potrebna, tovrstne metoda je zanimiva za analitski 
razvoj, zato smo se omejili na omenjeno območje tekočinske kromatografije visoke 
ločljivosti. Med pregledom literature smo ugotovili, da sta za doseganje našega cilja – 
razvitja metode – najprimernejši dve vrsti HPLC-kromatografije. Prva možnost je uporaba 
kolon HILIC (angl. hydrophobilic interaction chromatography), druga pa uporaba kolon RP 
(angl. reversed phase). Metodama je skupna lastnost mobilne faze. Kromatografska metoda 
HILIC je namenjena ločevanju polarnih molekul, pri kateri je stacionarna faza polarna, 
vendar je uporabljena mobilna faza podobna tistim, ki se uporabljajo v načinu RP-LC 
(Buszewski in Noga, 2012).  
 
Pri pregledu objav in raziskovalnih člankov o ločbi aminokislin z uporabo HILIC-
kromatografskih kolon smo zasledili, da vzorec raztopimo v velikem deležu organske faze, 
posledično pride do obarjanja proteina, kar vpliva na detekcijo aminokislin. V nasprotju z 
RP-LC se gradientno eluiranje HILIC začne z organskim topilom z nizko polarnostjo in 
eluira polarne analite s povečanjem vsebnosti polarne mobilne faze (Buszewski in Noga, 
2012). Kolone HILIC temeljijo na ločevanju med mobilno fazo, ki je bistveno hidrofobna, 
in stacionarno fazo, ki je dovolj hidrofilna, da zadrži delno v vodi topne spojine 
(Kambhampati in sod., 2019). Ker smo se odločili, da razvijemo metodo za določanje 
posameznih aminokislin v formulatorskih bioloških vzorcih, obstaja verjetnost, da bi z 
obarjanjem vzorca določen delež aminokislin izgubili, saj se med obarjanjem aminokisline 
adsorbirajo na oborino. Posledično adsorbirane aminokisline na oborino ne moremo 
kvantitativno določiti. Posledično smo se za kromatografsko tehniko določitve aminokislin 
odločili za tehniko reverzno fazne tekočinske kromatografije. 
 
Pri pregledu člankov, v katerih so za detekcijo spojin uporabljali RP-LC, smo preiskali 
široko področje raziskovalnih člankov in analitskih aplikacij, vendar smo pridobili le malo 
uporabnega gradiva. To nakazuje, da področje še ni tako raziskano in se za detekcijo 
aminokislin le redko uporablja sistem RP-LC. Vendar smo od vseh prebranih objav izbrali 
dva analitska postopka, pri katerih se z uporabo RP-kolon določajo aminokisline in se 
nanašata na razvoj HPLC-metode za določanje aminokislin v vzorcu (Crafts in sod., 2011; 
UHPLC analysis ..., 2011). Razvoj analitkse metode s posameznimi aplikacijami, je moral 
nalegati na področje razvoja bioloških zdravil podjetja Lek d.d.. 
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Poleg dveh analitskih aplikacij smo si pomagali tudi z optimizacijskimi članki, v katerih so, 
s spreminjanjem parametrov metode, poskušali razviti optimalno metodo za sistema HPLC 
in UPLC. Med pregledom objav različnih raziskovalcev smo zasledili smernice za 
optimizacijo kromatografskih metod in jih poskušali prenesti v naš postopek razvoja metode, 
čeprav se te niso nanašale specifično na reverzno fazno kromatografijo. Navedena članka 
smo izbrali zaradi analitske aplikacije, ki je podrobno predstavljena za RP-LC. Med 
pregledom objav smo opazili, da so le redki članki ali analitski postopki kot tehniko  
določevanja aminokislin uporabljali RP-LC, zato sta bila izbrana članka tudi ena od redkih 
iztočnic, na katero smo se zanašali pri razvoju metode. Kljub temu je mogoče opaziti, da 
trenutno ni podrobnega kvantitativnega modela zadrževanja in detekcije aminokislin, ki bi 
omogočil natančno napoved kromatografskih parametrov za posamezne analite, ločene pod 
določenimi pogoji z reverzno fazno kromatografijo. 
 
Na uspešno ločevanje z RP-LC vplivajo številni parametri, ki jih je treba optimizirati, da 
bodo izpolnjene zahteve za uporabo metode za izbrane analite. Navedeni so bili prednostni 
koraki za izbiro in optimizacijo medijev in pogojev za ločevanje bioloških molekul z RP-
LC, kot so izbira medija, ki zagotavlja najboljšo ločljivost pod najpreprostejšimi začetnimi 
pogoji, pH-območje, ki zagotavlja najboljšo ločljivost, dodajanje ustreznega sredstva za 
parno ioniziranje za izboljšanje selektivnosti (v nadaljevanju ion-pair reagenti oziroma ion-
pair modifikatorji), optimizacija eluiranja s spreminjanjem gradientov, da povečamo 
selektivnost in optimizacija pretoka skozi kolono. 
 
Ključna članka, ki sta nam pomagala razvijati metodo, sta bila Crafts in sod. (2011) in 
UHPLC analysis ... (2011). Na podlagi teh postopkov smo zasnovali tudi naš razvoj metode 
in pozneje njeno optimizacijo, ki je zajemala optimizacijske spremembe metode. 
2.1 KROMATOGRAFIJA 
Kromatografija je široko splošno ime za vrsto separacijskih metod, ki se uporabljajo 
predvsem v analizni kemiji. Kromatografija zajema različne tehnike, ki omogočajo 
ločevanje snovi. Primarna cilja kromatografije sta ločba in detekcija posameznih analitov, 
ki so v analiziranem vzorcu (Dong, 2006). Ločbo analitov lahko dosežemo z različnimi 
kromatografskimi postopki, ki se med seboj razlikujejo po principu ločevanja. Izbor 
kromatografskega postopka temelji na lastnostih analita, ki ga želimo določiti. Ker niso vse 
kromatografske metode primerne za detekcijo posameznih analitov, je poznavanje načel 
kromatografije ključnega pomena. Meja optimalnosti analitske metode je po navadi 
določena z zmogljivostjo opreme (Brodnjak Vončina, 2006). 
 
Vsem kromatografskim postopkom je skupno potovanje mobilne faze, ki predstavlja topilo, 
prek stacionarne faze (Meyer, 2010). Zadnjo sestavljajo snovi, ki omogočajo vezavo 
komponentam vzorca, kar vpliva na separacijsko hitrost vzorca. Ta lastnost kromatografije 
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omogoča različno dolge čase zadrževanja analita na koloni. Analiti zaradi različno dolgih 
zadrževalnih časov zapuščajo kolono ob različnih retenzijskih časih. Njihova detekcija 
omogoča določitev komponent, ki sestavljajo analizirani vzorec.  
 
Na podlagi agregatnih stanj mobilne faze ločimo kromatografijo na plinsko in tekočinsko. 
Razlikovanje med njima je najbolj osnovni parameter ločevanja analitskih metod, ki 
določajo različne lastnosti mobilnih faz.  
 
 
Slika 1: Shematski pregled kromatografskih metod 
2.1.1 Plinska kromatografija 
Pri plinski kromatografiji je mobilna faza plin, pogoj pa je, da sestavni deli vzorca hlapijo, 
kar je posledica porazdelitve vzorca med mobilno plinasto fazo in stacionarno fazo v koloni. 
Plinska kromatografija omogoča ločevanje le hlapnim snovem, ki se lahko popolnoma 
pretvorijo v hlapne komponente pri povišani temperaturi (Meyer, 2010). Vzorci pri plinski 
kromatografiji so uparjeni in vbrizgani v glavo kolone, v kateri je stacionarna faza (Skoog 
in sod. 1996). Elucija vzorcev iz kolone je pogojena z močjo interakcij med analitom vzorca 
in tako imenovano stacionarno fazo (Skoog in sod. 1996). Ločba poteka na podlagi različnih 
vrelišč in tipa interakcij z nosilcem – stacionarno fazo (Ismail in Nielsen, 2010). Kot plin 
mobilne faze so najpogosteje uporabljeni dušik, argon in helij. Plinska kromatografija vedno 
poteka kolonsko in je zaprt sistem, pri katerem zasledimo dva različna tipa kolon. Pakirane 
kolone, ki so napolnjene s stacionarno fazo, in kapilarne kolone. Stacionarna faza je 
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adherirana na notranjost steklene cevi ali cevi iz taljenega kremena z majhnim premerom 
(kapilarna kolona), lahko pa je adherirana tudi na trdno matriko znotraj večje kovinske cevi 
(zaprta ali pakirana kolona). S plinsko kromatografijo ločimo organske spojine z maso do 
1000 D in nekatere hlapne anorganske substance. Plinska kromatografija se uporablja v 
analitski kemiji, vendar pa jo visoke temperature naredijo neprimerno za biopolimere z 
visoko molekulsko maso, kot so proteini, s katerimi se velikokrat srečuje biokemija. Prav 
visoka temperatura povzroči denaturacijo proteinov in s tem je njihovo določanje 
onemogočeno. Tako je plinska kromatografija uporabna za analizo: arom, detekcijo drog in 
zdravil, forenzične preiskave, določanje snovi v sledovih in hlapnih biotehnoloških 
produktov. Najpogosteje pa zasledimo plinsko kromatografijo v kombinaciji z masnim 
detektorjem (GC-MS).  
2.1.2 Tekočinska kromatografija 
Tekočinska kromatografija s kratico LC (angl. liquid chromatography) je separacijska 
metoda, katere mobilna faza je kapljevina. Ključna razlika s plinsko kromatografijo je vrsta 
mobilne faze kromatografije. Ta kot tekočina potuje prek stacionarne faze, ki predstavlja 
stacionarno absorpcijsko sredstvo. Poznamo veliko različnih vrst tekočinske kromatografije, 
med seboj pa se razlikujejo glede na mehanizem delovanja, lastnosti stacionarne faze in vrste 
interakcij analita s stacionarno fazo. 
 
Danes se uporablja predvsem tekočinska kromatografija, pri kateri je stacionarna faza v 
koloni, tovrstna kromatografija pa je namenjena ločevanju malih delcev (od 0,5 do 10 µm). 
Pod visokimi tlaki omogočajo potovanje mobilne faze z analitom prek stacionarne faze in 
njene interakcije (Ismail in Nielsen, 2010). Tovrstna kromatografija, pri kateri dosegamo 
visoke tlake, se imenuje tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC – angl. high-
performance liquid chromatography).  
 
Zasledimo pa lahko tudi tankoplastno kromatografijo (TLC), ki temelji na popolnoma 
drugačnih principih ločbe kot kromatografija HPLC. Tankoplastna kromatografija se izvaja 
na plošči iz stekla, plastike ali aluminijaste folije, ki je prevlečena s tanko plastjo adsorbenta. 
Adsorbent je navadno silikagel (SiO2) ali aluminijev oksid (Al2O3), ki je v tanki plasti 
nanesen in fiksiran na podlago. Tankoplastna kromatografija temelji na potovanju vzorca, 
skupaj s topilom, po plošči s stacionarno fazo. Zaradi različnih interakcij vzorca s 
stacionarno fazo, komponente vzorca različno hitro potujejo (Ismail in Nielsen, 2010). Tako 
je tankoplastna kromatografija uporabna predvsem za spodaj navedene kemijske reakcije in 
identifikacijo substanc v vzorcu: določanje pigmentov v rastlinskih vzorcih, analizo 
maščobnih kislin in proteomiki, pri čemer vzorec predhodno obarvamo s fluorescenčnimi 




Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Ob tankoplastni kromatografiji, ki je odprt sistem, poznamo tudi zaprte sisteme 
kromatografije ali tako imenovano kolonsko kromatografijo. Pri njej je ključni element 
kromatografska kolona, ki določa separacijo analitov. Kolonska kromatografija lahko poteka 
pri nizkih ali zelo visokih tlakih. Poznamo torej tehnike kolonske tekočinske kromatografije, 
ki so visokotlačne (HPLC in UPLC) in nizkotlačne (LPLC). V vrsto kromatografij, pri 
katerih ne dosegamo visokih tlakov, uvrščamo adsorpcijsko kromatografijo, afinitetno, 
ionsko in izključitveno kromatografijo. V kromatografijo pri kateri dosegamo visoke tlake 
pa uvrščamo normalnofazno kromatografijo (NP-HPLC), obrnjeno fazno kromatografijo 
(RP-HPLC), ionsko kromatografijo (IC) ter galsko izključitveno kromatografijo. 
 
Izključitvena kromatografija ali tako znana tudi gelske kromatografija je kromatografska 
metoda, pri kateri ni interakcij med ciljnimi molekulami in stacionarno fazo. Ločba temelji 
na velikosti molekul in s tem povezano dostopnostjo molekul v pore stacionarne faze. Tako 
je izključitvena kromatografija odvisna od nosilca in njegove velikosti por in uniformnosti, 
pretoka skozi kolono, volumna vzorca in viskoznosti vzorca. Ni pa odvisna od interakcij 
stacionarne in mobilne faze kot večina drugih tehnik tekočinske kromatografije. Kolone za 
izključitveno kromatografijo ne povzročajo interakcije analitov s stacionarno fazo kolone, 
ampak izkoriščajo velikost molekul za njihovo separacijo. Kolona je napolnjena s poroznimi 
kroglicami gela, ki pogojujejo ločevanje analitov po velikosti. Velike molekule tako kolono 
zapustijo prej, saj so prevelike, da bi lahko potovale skozi porozne kroglice gela, ki tvori 
notranjost kolone. Majhne molekule pa zaradi svoje majhnosti potujejo skozi kanale 
poroznih kroglic gela, ki tvori stacionarno fazo kolone, zato je njihov čas zadrževanja daljši 
in kolono zapuščajo pozneje kot velike molekule, ki potujejo mimo poroznih kroglic in imajo 
tako krajši čas zadrževanja. Izključitvene kolone se uporabljajo predvsem za ločevanje 
beljakovin in ogljikovih hidratov, vendar pa je temeljni pogoj, da se molekule razlikujejo po 
velikosti. 
 
Afinitetna kromatografija izkorišča kot princip ločbe specifične visoko selektivne 
nekovalentne interakcije med biološkimi molekulami. Afinitetna kromatografija je 
učinkovito orodje za visoko selektivno ločevanje antigenov, protiteles, encimov, sladkorjev, 
glikoproteinov in glikolipidov, imunoglobulinov, peptidov s sposobnostjo vezave kovin in 
nukleotidov. Tako omogoča zelo selektivno vezavo posameznih ciljnih molekul, kar 
predstavlja metodo zelo specifično, vendar ne robustno. Omejitev tovrstne kromatografije je 
ligand, ki ga je treba predhodno izolirati in nato imobilizirati na nosilec. Kolone so pogosto 
ročno pripravljene. Tradicionalne afinitetne kolone se uporabljajo kot preperativni korak pri 
odstranjevanju neželenih biomolekul. Z afinitetnimi kolonami omogočimo interakcije med 
biomolekulo in imobiliziranim ligandom. Ker so interakcije afinitetne kromatografije med 
biološkimi molekulami zelo močne, je potrebno spiranje vezanih molekul s spremembo pH 
mobilnih faz, kar povzroči spreminjanje konformacije vezanih molekul in s tem 
aglomaracijo. Posledično to povzroči elucijo vezanih komponent kolone, ki jih lahko nato 
detektiramo. Hidrofobne interakcije nastanejo med hidrofobnimi površinami, ki se 
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orientirajo nasprotno polarnemu okolju. Tukaj je pomembna orientiranost molekul vode, kar 
pomeni, da so interakcije entropijsko pogojene. Hidrofobne interakcije spodbujamo z 
dodatkom soli v mobilno fazo in so kratkega dosega. Pogosto se uporabljajo v biokemiji pri 
čiščenju proteinov. Fuzijski proteini so pogosto označeni  s spojinami, kot so His tag, biotini 
ali antigeni, ki se specifično vežejo na stacionarno fazo. Po očiščenju se dodatno vezane 
spojine običajno odstranijo in dobimo čist izoliran protein. Obstajajo pa tudi HPLC-tehnike, 
ki izkoriščajo lastnosti afinitetne kromatografije. Afinitetna kromatografija z 
imobiliziranimi kovinskimi ioni ali imobilizirana kovinska afinitetna kromatografija 
(IMAC) je uporabna pri ločevanju omenjenih molekul glede na relativno afiniteto do kovine. 
Afiniteto molekul pa izkorišča tudi protein A afinitetna kromatografija. 
 
Nasprotno temu pa se pri kolonski tekočinski kromatografiji čedalje pogosteje dosega visoke 
in ultra visoke tlake. Potreba po večji občutljivosti analiz in s tem določanje analitov, boljši 
ločbi analitov in skrajšanem času analize so ključni razlogi za razvoj tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti (HPLC). HPLC je najbolj vsestranski in uporabljen princip 
ločbe (Skoog in sod. 1996). Značilnost visokotlačne kromatografije je hitra in dobra 
ločljivost. Pri HPLC in tudi plinski kromatografiji lahko v koloni potekajo različni 
separacijski postopki: adsorpcija, porazdelitev in ločitev na podlagi velikosti molekul.  
 
HPLC-sistem kromatografije se podrobneje deli na dve podskupini glede na polarnost 
stacionarne in mobilne faze. Metode, pri katerih je stacionarna faza bolj polarna od mobilne 
faze, se imenujejo normalno fazna tekočinska kromatografija (NPLC). Nasprotno temu pa 
se pojavljajo tudi metode, pri katerih je stacionarna faza manj polarna od mobilne. Te metode 
pa imenujemo kromatografija na reverzni fazi (RPLC) (Dong, 2006). Poleg omenjenih dveh 
principov ločbe pa med tekočinske kromatografske metode uvrščamo tudi ionsko 
izmenjevalno kromatografijo (IC) in velikostno izključitveno kromatografijo (SEC, GFC, 
GPC).  
 
Moderna ionska kromatografija temelji na treh mehanizmih ločitve, ki dajejo osnovo za 
poimenovanje tipov ionske kromatografije: ionski izmenjevalni kromatografiji visoke 
ločljivosti (HPIC), ionski izključitveni kromatografiji visoke ločljivosti (HPICE), 
kromatografiji ionskih parov (MPIC). Ionska izmenjevalna kromatografija (HPIC) temelji 
na procesu ionske izmenjave, ki se pojavi med mobilno fazo in ionsko izmenjevalnimi 
skupinami, ki so vezane na stacionarno fazo (Brodnjak Vončina, 2006). Tako ionska 
izmenjevalna kromatografija temelji na interakciji med nasprotnimi naboji. Tipično ima 
stacionarna faza eno vrsto naboja, na molekulah, ki jih želimo vezati, pa je nasprotni naboj 
tistemu na stacionarni fazi. Naraščanje ionske moči mobilne faze, ki so po navadi pufri, 
povzroči desorpcijo molekul s stacionarne faze in njihovo elucijo iz kolone.  
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Ionsko izmenjevalna kromatografija se uporablja pogosto, saj poteka ločba v okolju, ki je 
podobno naravnemu okolju molekul. HPIC je uporabna za ločitev anorganskih anionov in 
kationov, pa tudi za ločitev organskih ionov (Brodnjak Vončina, 2006). Zaradi tega ne 
prihaja do sprememb konformacij analitov.   
 
Ionska parna kromatografija (IPC) je učinkovita tehnika reverzno fazne tekočinske 
kromatografije (RPLC), ki se uporablja za ločevanje organskih ionov in delno ioniziranih 
organskih analitov. Pri ionski parni kromatografiji se stacionarne in mobilnie faze ne 
razlikujejo glede na tehniko RPLC (Ståhlberg, 2000). Glavna značilnost IPC je, da se 
mobilni fazi doda reagent z ionskim parom. Reagent za ionski par je običajno alkilsulfonat, 
alkilsulfat ali alkilamonijeva sol. Namen dodajanja reagenta z ionskim parom v mobilno fazo 
je običajno spremeniti retencijski čas ionskih analitov Visoka učinkovitost RPC kolon v 
primerjavi s kolonami, ki se uporabljajo pri ionski izmenjavi ali ionski kromatografiji, naredi 
IPC tudi dragoceno alternativo tem tehnikam (Ståhlberg, 2000). 
 
Naslednja skupina velikostno izključitvene kromatografije je metoda SEG, pri kateri se 
ločujejo delci na podlagi velikosti, pri čemer se ne pojavlja interakcija med mobilno in 
stacionarno fazo (Ismail, 2010). Izkorišča se velikost por stacionarne faze v koloni, skozi 
katere potuje mobilna faza z vzorcem. Ker so delci vzorca različno veliki, različno dolgo 
potujejo skozi kolono in se iz kolone eluirajo pri različnih časih. Hitrost potovanja skozi 
kolono nam tako omogoča detekcijo posameznih komponent vzorca na podlagi njihovih 
velikosti. Molekule, ki so manjše od velikosti por kolone, lahko vstopajo v kolone in imajo 
tako daljši čas zadrževanja v koloni kot velike molekule, ki se iz kolone izločijo hitro. Tako 
je metoda SEG primerna za ločevanje proteinov in polimerov v vzorcu.  
 
Fizikalne lastnosti ciljnih molekul (analita) določajo najprimernejšo kolono HPLC za dano 
ločitev. Kolona je tako najpomembnejši del HPLC-sistema, v njem se dogajajo 
najpomembnejši procesi separacije. Na podlagi analita in lastnosti vzorca primarno izberemo 
vrsto kolone in s tem tudi primeren tip kromatografije. Molekularne značilnosti, ki vplivajo 
na izbiro HPLC-kolone, vključujejo lastnosti hidrofobnosti/hidrofilnosti, ionske sile, 
velikost molekul in medmolekulske sile.   
 
Najpogosteje se uporabljajo HPLC-kolone, kot so: ionsko izmenjevalne kolone, kolone 
HILIC (angl. hydrophobilic interaction chromatography) in RP (angl. reversed phase).  
 
Kromatografija na reverzni fazi (RP) je vrsta LC, ki kot mehanizem ločbe uporablja visoke 
tlake in je pogojena z dodajanjem organskega topila v mobilno fazo. Pogoj organskega topila 
je ta, da se meša z vodo, ki najpogosteje predstavlja mobilno fazo tekočinske kromatografije. 
Tako se kot organska topila uporabljajo acetonitril, metanol, etanol in propanol. Stacionarna 
faza pa je močno hidrofobna. Pomembno je, da kolono sistema najprej ekvilibriramo z 
mobilno fazo z majhno koncentracijo organskega topila in nato postopno začnemo višati 
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gradient organskega topila. Tovrstno metodo RP-LC smo uporabili tudi med razvojem 
analitske metode. Kot že omenjeno, je reverzno fazna kromatografija ali z drugo besedo 
hidrofobna kromatografija najbolj razširjena in uporabna tekočinska kromatografska metoda 
za analitične ločitve (priročnik: TSKgel reverse phase columns, Thosoh Bioscience). 
Izkoriščanje lastnosti polarnosti mobilne in stacionarne faze je ključni parameter, zakaj so 
tovrstne metode tako uporabne pri detekciji analitov vzorca. Ker je stacionarna faza kolone 
nepolarna, potrebujemo polarno mobilno fazo, pri kateri lahko s spreminjanjem pH mobilne 
faze in količine organskega ion-par modifikatorja vplivamo na ločbo analitov. Prednost 
reverzno fazne kromatografije pred normalno fazno kromatografijo je, da pri prvi ne prihaja 
do ireverzibilnih povezav med polarnimi molekulami in stacionarno fazo, enostavna je 
uporaba gradienta, boljša ločba analitov, večja obstojnost kolon in lažja priprava vzorcev, 
saj ni treba, da so raztopljeni v nepolarnih topilih.  
 
Čas zadrževanja vzorcev v koloni se razlikuje glede na interakcijo med stacionarno fazo in 
analitom v vzorcu, ki ga analiziramo in potuje z mobilno fazo. Ko vzorec potuje skozi 
kolono, prihaja do interakcij med analitom in stacionarno fazo, zaradi razlik v polarnosti. 
Nepolarne komponente se eluirajo počasneje kot polarne. Značilen je obraten vrstni red 
elucije posameznih komponent na reverzni fazi, pri čemer lahko opazimo tudi neprimerno 
bolj specifično separacijo (Brodnjak Vončina, 2006). Analiti, ki tvorijo šibke interakcije s 
stacionarno fazo, bodo hitreje izstopali iz kolone kot analiti z močnejšimi interakcijami, ki 
bodo kolono zapustili pozneje.  
 
Normalno fazne HPLC-kolone imajo polarno steno kolone in mobilna faza je nepolarno 
organsko topilo, npr. heksan in metilen klorid. Tovrstni tip kolone vključuje hidrofilne 
interakcije tekočinske kromatografije (HILIC), pri čemer mobilna faza vsebuje majhen delež 
vode. Tovrstne kolone se uporabljajo predvsem za ločevanje majhnih molekul, kot so 
organske kisline, nekatera zdravila in različne biomolekule (glikozilirani proteini, 
membranski proteini, rekombinantni proteini, polinukleotidi ipd.). 
 
Reverzno fazo dobimo tako, da s kemijsko reakcijo med silanolnimi skupinami silikagela s 
primernimi reagenti spremenimo lastnosti silikagela. Modificiran silikagel ima veliko 
prednosti pred čistim silikagelom. Predvsem nam omogoča uporabo mešanic polarnih topil, 
pri čemer ima voda pomemben delež. Vzpostavitev ravnotežnih pogojev na koloni je 
bistveno hitrejša kot pri silikagelu, čas elucije je po navadi kratek in predvidljiv, gradientni 
načini elucije povzročajo manjše probleme. Na trgu je izredno veliko reverznih faz, tako da 
lahko najdemo za vsak primer ustrezno. Hlapne substance so domena plinske 
kromatografije, preostale pomenijo delovno območje HPLC, pri čemer vemo, da lahko 
hlapne substance prav tako analiziramo s HPLC in nehlapne substance lahko analiziramo s 
plinsko kromatografijo, vendar jih moramo predhodno z derivatizacijo pretvoriti v hlapne 
(Brodnjak Vončina, 2006). 
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Na osnovi molske mase in polarnosti analita največkrat izberemo RPC-kromatografsko 
tehniko, saj je najprimernejša za majhne organske molekule (Dong, 2006). Kolone z obratno 
fazo imajo nepolno sredico in jih uporabljamo z vodnimi in organskimi topili mobilnih faz, 
ki se mešajo z vodo. Tako imamo molekule v vodni raztopini, kar preprečuje stik molekule 
z organskimi topili, ki bi lahko povzročila denaturacijo biomolekul (proteinov). Kratke 
alkilne verige (C8) so primerne za ločevanje polarnih vzorcev, dolge verige (C18) pa so 
primerne za separacijo nepolarnih vzorcev. Največ se uporabljajo C18 akili, s katerimi 
dosežemo visoke absolutne in relativne retencije. Stacionarna faza s C18 akili je idealna za 
kromatografijo na reverznih fazah. Ima odlično kemijsko stabilnost, prenese visoke pritiske, 
možno je polnjenje HPLC-kolon in ima nepolarno površino. Te faze so še zlasti primerne za 
molekule, ki se slabše raztapljajo v vodi (Brodnjak Vončina, 2006). Tip kolone z obratno 
fazo je najbolj vsestranski tip HPLC-kolone in se lahko uporablja za široki nabor različnih 
analitov. Pri ločevanju na obratni fazi so najpogosteje uporabljene mobilne faze mešanice 
vodnih pufrov z metanolom ali voda z acetonitrilom (Fifield in Kealey, 2000). 
 
RPC-kromatografija je učinkovita tehnika za analizo aminokislin, peptidov in beljakovin. 
Kolone z obratno fazo (RP) so pogosto napolnjene s silicijevim dioksidom in nanj vezano 
C18-verigo (O'Sullivan in sod., 2010).  
 
Kolona polar embeded spada v skupino RPC-kolon, vendar je njihova lastnost večja 
polarnost od klasičnih RPC-kolon. Polar embeded RP kole imajo tako povečano polarnost 
stacionarne faze kolone, ki je še vedno nepolarna. Ker smo določali polarne aminokisline, 
smo jih tako bolj učinkovito vezali na stacionarno fazo polar embeded RP kolon in jih, zaradi 
različnih interakcij in jakosti vezav s stacionarno fazo, lahko med seboj tudi učinkovito 
ločili, saj lastnosti stacionarne faze kolone pogojujejo interakcijske mehanizme z analiti. 
Tako je ključna vezava nepolarnega repa aminokisline, ki mu z dodatkom ion-pair 
modifikatorja spremeni naboj in omogočimo vezavo na polarne komponente nepolarne 
stacionarne faze polar embeded RP kromatografske kolone. 
2.2 SISTEM HPLC    
Osrednji instrument tekočinske kromatografije je sistem HPLC. Kompleksno grajen 
instrument, ki ga sestavljajo ključni deli, je aparatura, s katero izvajamo separacijo in 
detekcijo izbranih analitov. UPLC-sistemi v primerjavi s HPLC-sistemom dopušča višje 
tlake. Komponente tako potujejo hitreje skozi kolono, s čimer se močno izboljša njegova 
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HPLC-sistem je sestavljen iz posameznih modulov:  
 prostora za mobilne faze, 
 razplinjevalnika mobilne faze – degazerja, 
 avtomatskega vzorčevalnika z hladilnikom, 
 grelnika za kolono, 









Slika 2: Agilent, sistem HPLC 
Agilent 1260 (Agilent, 2020) 
Razplinjevalnik mobilne faze ali tako imenovani degazer je pri novodobnih HPLC-sistemih 
pogosto vgrajen kar v črpalko sistema. Voda in topila, ki jih uporabljamo kot mobilne faze 
na sistemu, pogosto vsebujejo razmeroma veliko količino raztopljenega zraka, zato je treba 
mobilno fazo razpliniti. Kot posledica zraka v mobilnih fazah bo pretok skozi kolono 
nestabilen, kar lahko povzroči nihanje retenzijskih časov kromatografskih vrhov in večji šum 
bazne linije kromatograma. Črpalka mora tako zagotoviti natančen in konstanten pretok 
mobilne faze in imeti ustrezno moč za potiskanje mobilne faze skozi kolono. Tehnika 
razplinjevanja, ki se uporablja, je razplinjevanje z vakuumom, poteka pa istočasno s 
črpanjem mobilne faze. Črpalke, ki se uporabljajo na HPLC-sistemih, so pogosto binarne, 
kar pomeni, da omogočajo mešanje dveh mobilnih faz hkrati. Čedalje pogosteje pa se 
uporabljajo tudi kvarterne črpalke, ki omogočajo mešanje štirih različnih mobilnih faz 
istočasno in s tem dopuščajo izvedbo tudi bolj zapletenih gradientnih metod. 
 
Avtomatski vzorčevalnik (angl. autosampler) je sistem za injiciranje vzorcev. Tvori ga 
robotska glava, ki injicira vzorce na začetek kolone, ne da bi pri tem motila pretok mobilne 
faze skozi kolono in hladilnik. Injektor mora biti natančen pri injiciranju še tako majhnih 
volumnov vzorcev na kolono in hkrati zagotavljati ponovljivost injiciranja.  
Termostat za kolono uravnava temperaturo kolone, ki je pomemben parameter za ustreznost 
analize. Temperaturo grelnika nastavimo za vsako analizo posebej in s tem vplivamo na 
ločbo analitov. 
 
Detektor je odgovoren za zaznavo substance, ločene na koloni. Zelo pomembna lastnost 
detektorja je, da z njim določimo koncentracijo separiranega analita, torej kvantitativna 
določitev (Brodnjak Vončina, 2006). Skupno vsem detektorjem je merjenje spremembe 
fizikalne količine, ki jo povzroči prehod analita skozi merilno celico detektorja. Izbira 
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doktorja je pogojena z lastnostmi analitov, ki jih želimo določiti. Za HPLC-analize se 
najpogosteje uporabljajo detektorji UV-VIS, kot so DAD, VWD, MWD.  Zasledimo pa 
lahko tudi uporabo fluorescenčnega FLD-detektorja, elektrokemijskega in RID-detektorja 
(detektor na lomni količnik).  
 
Idealni detektor bi moral imeti naslednje karakteristike: 
 občutljivost,  
 selektivnost, 
 linearnost, 
 zanesljivost,  
 preprosta uporaba,  
 univerzalnost. 
 
Vendar pa detektorja, ki bi izpolnjeval vse našteto, ne poznamo. Zato je njegova izbira 
primarno pogojena z lastnostjo analitov, ki jih želimo določiti, in primernostjo detektorja 
glede na vrsto izbrane analitske metode. 
2.2.1 Detektor CAD  
Detektor Corona Veo RS (v nadaljevanju: CAD) je univerzalni detektor, namenjen meritvam 
nehlapnih in nekaterih delno hlapnih analitov v eluatu HPLC-sistemov. Princip delovanja 
temelji na detekciji naboja aerosolnih delcev, ki nastanejo v detekcijskem postopku. Tega 
sestavljajo razpršitve eluenta, izparevanje topila, nabijanje delcev in detekcija nabitih delcev. 
Izmerjen naboj je sorazmeren količini in vrednosti analita v vzorcu. Ker smo med razvojem 
metode detektirali aminokisline, ki niso primerne za detekcijo z UV- ali fluorescenčnimi 
detektorji, smo uporabili CAD-detektor. To je univerzalni tip detektorja, saj zazna vse 
nehlapne analite. Z njim lahko določamo širok spekter nehlapnih komponent v vzorcu. 
Pomanjkljivosti CAD-detektorja sta ozko območje linearnosti in manjša robustnost v 
primerjavi z drugimi klasičnimi detektorji (na primer UV-detektorjem). 
 
Da lahko delce zaznamo, se morajo predhodno električno nabiti. Sekundarni tok dušika 
potuje v komoro s Pt-žičko pod visoko pozitivno napetostjo. Nastane corona plazma – stanje 
snovi, pri čemer je del delcev ioniziran (del molekul dušika se loči na pozitivne ione dušika 
in elektrone). Elektroni potujejo proti Pt-žički, tok pozitivnih ionov dušika pa potuje skozi 
odprtino in trči z nasprotnim tokom analitskih delcev. Iz mešalne celice se ioni z visoko 
mobilnostjo (presežni dušikovi ioni) odstranijo z negativno nabito ionsko pastjo. Enojno 
nabiti delci z nizko mobilnostjo (pozitivno nabiti analitski delci) pa preidejo prek ionske 
pasti in prenesejo naboj na elektrometer. Elektrometer detektira količino naboja. Večji signal 
je sorazmeren s količino analita in maso molekule (večji delci lahko nosijo večji naboj, kar 
posledično generira večji signal). 
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2.3 ANALIZA KROMATOGRAFSKIH VRHOV KROMATOGRAMA 
Kromatogram je rezultat kromatografske analize in predstavlja signal analitov, detektiran z 
detektorjem. Pri ločevanju na kromatografski koloni se uporabljajo določeni osnovni pojmi. 
 
Retenzijski čas (tr) je čas zadrževanja analita na koloni. Predstavimo ga kot čas, ki je 
potreben za prehod analita od injektorja skozi kromatografsko kolono do detektorja. Na 
podlagi primerjanja teh časov z retenzijskimi časi znanih spojin ugotavljamo kvalitativno 
sestavo vzorca. Dve komponenti sta ločeni, če se njun retenzijski čas razlikuje. Ta je 
sestavljen iz dveh delov, in sicer časa, ki ga molekula prebije v mobilni fazi (tm), in časa, ko 
je na stacionarni fazi (t'r) (Brodnjak Vončina, 2006). 
 
          … (1) 
Razmerje med (t'r) in (tm) je pomembna karakteristika, ki opisuje termodinamsko povezavo 
med topljencem v določenem kromatografskem sistemu (sistem je mobilna in stacionarna 
faza). Pri ravnotežnih pogojih je to razmerje relativnega števila molekul topljenca v 
stacionarni in mobilni fazi. To razmerje se imenuje masno porazdelitveno razmerje ali 






Vrednost kapacitivnega faktorja (k') lahko variira med nič in neskončnostjo. Vrednost nič 
pomeni, da topljenec preide skozi kolono nezadržan, medtem ko vrednost »neskončno« 
pomeni, da se je topljenec popolnoma vezal in ga pri danih pogojih ni mogoče eluirati 
(Brodnjak Vončina, 2006). 
 
Retenzijski čas in kapacitivni faktor sta odvisna od hitrosti mobilne faze (pretoka) in od 
dolžine kolone. Posledica majhne hitrosti mobilne faze ali daljše kolone je daljši retenzijski 
čas in zato tudi večji kapacitivni faktor (Brodnjak Vončina, 2006). 
 
     … (3) 
 
 
Retenzijski volumen (Vr), ki je volumen zadrževanja analita na koloni, je retenzijski čas (tr) 
pomnožen s pretokom mobilne faze.  
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Slika 3: Kromatografski parametri 
Optimizacija kromatografskega procesa mora upoštevati optimizacijo separacije in 
minimizacijo disperzije. Razmerje teh dveh efektov nas pripelje do izraza, ki se uporablja 
kot najvišji kriterij kromatografske optimizacije. To imenujemo ločljivost ali resolucija. 
Ločljivost (R) je določena kot razmerje med razdaljo med dvema sosednjima vrhovoma in 
aritmetično sredino njunih širin na bazni liniji (Brodnjak Vončina, 2006). Ločljivost dveh 
vrhov je odvisna od selektivnosti (α), števila teoretskih podov (n) in kapacitivnega faktorja 
(k'). 
 
Slika 4: Ločevanje dveh kromatografskih vrhov 
Resolucija in selektivnost se nanašata na kakovost ločbe vrhov. In sicer je to sposobnost, da 
dva kromatografska vrhova vidimo kot ločena in vsakemu posebej lahko izračunamo 
njegovo površino.  
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2.4 VALIDACIJA ANALITSKE METODE 
Validacija analitske metode je proces, ki ga sestavljajo različne laboratorijske študije. Z 
njimi pokažemo, da zahteve analitske metode, ki jo validiramo ustrezajo zahtevam 
aplikacije, za katero se metoda validira (Swartz in Krull, 2012). Z validacijo običajno želimo 
določiti naslednje parametre metode: točnost, natančnost, linearnost, robustnost, mejo 
detekcije, mejo kvantifikacije, selektivnost, specifičnost in delovno območje (Spring, 2015). 
 
Natančnost je merilo, kako skladni so posamezni rezultati serije večjega števila injiciranj 
homogenega standarda med seboj. Natančnost se nanaša na celoten postopek pod delovnimi 
razmerami. Analizo moramo izvesti na zadostnem številu injiciranj. Rezultate podamo z 
relativno standardno deviacijo (RSD). 
 
Točnost je merilo, kako se rezultati, pridobljeni z analizo, skladajo s pravo vrednostjo. 
Točnost določimo tako, da analizo izvajamo na vzorcu, ki smo mu dodali znano vrednost 
analita. Rezultate primerjamo glede na rezultate standarda in jih izrazimo v odstotkih 
(deležih vrednosti).  
 
Linearnost je zmožnost metode, da določenemu območju daje rezultate, ki so linearno 
odvisno od koncentracije istega analita v vzorcu. Rezultat je območje in pa korelacijski 
indeks (R2), dobljen z linearno regresijo. Delovno območje je koncentracijsko območje, 
znotraj katerega nam metoda zagotavlja rezultate s sprejemljivo točnostjo in natančnostjo. 
 
Meja detekcije metode (LOD) je najmanjša koncentracija analita, ki jo lahko z našo metodo 
zaznamo, vendar ne nujno kvantificiramo. Meja kvantifikacije (LOQ) je najmanjša 
koncentracija analita, ki zagotavlja dovolj visok signal, da ga lahko kvantificiramo z 
ustrezno natančnostjo.  
 
Robustnost metode je preizkus, kako sprememba različnih parametrov analize vpliva na 
končne rezultate. Pri kromatografskih metodah so ti parametri na primer: pH-mobilne faze, 
temperatura kolone, proizvajalci kolone, pretok mobilne faze, volumen injiciranja, 
nastavitve detektorja itd. 
 
Specifičnost metode je zmožnost, da lahko nedvoumno loči posamezne analite v prisotnosti 
drugih komponent. 
 
Selektivnost metode je zmožnost, da v realnih vzorcih daje točne in selektivne rezultate 
vrednosti analita. 
17 
Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
2.5 ION-PAIR REAGENTI 
Ion-pair reagenti ali v nadaljevanju imenovani ion-pair modifikatorji so snovi, ki se za 
potrebe povečanja hifrofobnosti molekul pogosto dodajajo v mobilno fazo. Tako se ion-pair 
reagenti elektrostatsko približajo nasprotnim nabojem ciljne molekule in s tem povečajo 
njeno hidrofobnost. Dodatek ion-pair modifikatorjev omogoča vezavo analitov na HPLC-
kolono, saj je mobilna faza dopolnjena z reagentom za združevanje z ioni. 
 
Ion-pair reagenti so sestavljeni iz velikih ionskih molekul, ki imajo naboj nasproten analitu, 
ki ga določamo, in imajo veliko hidrofobno območje, ki omogoča interakcijo s stacionarno 
fazo in pripadajočimi protiioni. Ionski vzorci tvorijo ionski par z reagenti ionskega para v 
mobilni fazi, da postanejo električno nevtralni. Povečanje hidrofobnosti ionskega para 
povzroči večjo afiniteto do vezave na obratno stacionarno fazo in večjo ločljivost vzorca. 
Široko se uporabljajo UV- in fluorescenčni detektorji, vendar nekateri ion-pair 
modifikatorji lahko vplivajo na absorpcijo UV-svetlobe. Zato reagenti z ionskimi pari ne 
smejo absorbirati UV-svetlobe in fluorescenco, da bi lahko zaznali vzorce. V naši raziskavi 
nismo uporabljali UV-detektorja (uporaba CAD-detektorja), s tem je bila izbira ion-pair 
modifikatorjev olajšana.  
 
Kot ion-pair modifikatorji se najpogosteje uporabljajo majhne koncentracije 
perfluoriranih organskih kislin v koncentraciji od 0,05 do 0,1 % v vodi in organskem topilu, 
ki učinkujejo tudi kot sredstvo za združevanje z ioni in povečajo vezavo hidrofobnih 
komponent na medij. Kot ion-par modifikatorje, v primeru pozitivnih nabojev, najpogosteje 
uporabljamo trifluorocentno kislino, pentafluoropropanojsko kislino, heptafluorobutanojsko 
kislino in drugo. V primeru negativnih nabojev pa trietilamin. 
 
Ion-pair parametri: 
 izbira ion-pair modifikatorja, 
 delež ion-pair modifikatorja v mobilni fazi, 
 vrednost pH, 
 vrsta mobilne faze, 
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Analit je snov, ki se detektira s kromatografijo. Po navadi gre za snov, ki jo želimo določiti 
v zmesi, tako imenovanem vzorcu. Vzorec lahko vsebuje le eno komponento, ali pa gre za 
zmes komponent, med katerimi želimo določiti točno le eno komponento vzorca.  
 
Kromatogram je predstavitev rezultatov kromatografije v obliki diagrama. V primeru 
optimalne ločbe različni vrhovi ali vzorci na kromatogramu ustrezajo različnim 
komponentam ločene zmesi, ki predstavlja zmes analitov, ki jih določamo. Analiti so 
prikazani s kromatogramom, kjer je na x-osi naveden retencijski čas, na y-osi pa signal 
detektorja, ki ustreza odzivu, ki ga ustvarijo analiti, ko zapuščajo sistem. V primeru 
optimalne ločbe je signal sorazmeren koncentraciji specifičnega analita, ki se detektira. 
2.6.1 Aminokisline v biofarmacevtiki 
Aminokisline so derivati karboksilnih kislin, v katerih je eden ali več vodikovih atomov v 
alkilnem ali arilnem radikalu zamenjan z eno ali več amino skupinami. Zato lahko 
aminokisline reagirajo kot kisline, baze ali pufri. Aminokisline so gradbeni deli beljakovin. 
Med seboj se povezujejo s peptidno vezjo (-CO-NH-). Glede na lego amino skupine (-NH2) 
in karboksilne skupine (-COOH), ločimo α-, β-, γ- aminokisline. Najpomembnejše so α- 
aminokisline, pri katerih je amino skupina vezana na ogljikov atom ob karboksilni skupini 
(α–C- atom) (Klofutar in sod., 1998). 
 
Aminokisline spadajo med najpogosteje uporabljene biološke spojine na področju prehrane, 
kozmetike, kmetijstva in medicine (Holzgrabe in sod., 2010). Analiza aminokislin ima dolgo 
zgodovino pri opisovanju farmacevtskih izdelkov in zagotavljanju njihove kakovosti. Poleg 
tega lahko določena aminokislinska sestava potrdi identiteto vzorca in poda merilo čistosti 
vzorca. Mednarodne Farmakopeje so v ta namen večinoma uporabljale HPLC z UV-
odkrivanjem (Holzgrabe in sod., 2010). Težava detekcije aminokislin se pojavlja zaradi 
pomanjkanja kromoforja aminokislinam in s tem njihovo oteženo UV-detekcijo. Zato se za 
določitev aminokislin v biofarmacevtski industriji lahko uporablja detektor CAD, ki 
omogoča zaznavo aminokislin, tudi če ne oddajajo fluorescence.  
 
V bioloških zdravilih se aminokisline pojavljajo kot pomožne snovi, in sicer najpogosteje za 
zagotavljanje stabilnosti bioloških zdravil. Za beljakovinska zdravila to pomeni kemijsko in 
fizikalno stabilnost, ki jo je treba med razvojem optimizirati in razviti formulacijo, s katero 
se ohrani biološka aktivnost. Uspešna formulacija proteinskega zdravila zahteva znanje o 
vzrokih in mehanizmih nestabilnosti beljakovin, pa tudi, kako pogoji formulacije, pomožne 
snovi, ki so pomembna sestavina, vplivajo na stabilnost beljakovin (Chi, 2017).  
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Različni pufri se rutinsko uporabljajo v formulacijah bioloških zdravil s funkcijo nadzora in 
stabilnostjo pH-raztopine. Beljakovine so pogosto stabilne le v ozkem območju pH in se 
lahko zunaj teh območij hitro razgradijo, saj ta močno vpliva na kemično in fizikalno 
stabilnost beljakovin (Chi, 2017).  
 
Kot pomožne snovi se najpogosteje uporabljajo naslednje aminokisline v velikih 
koncentracijah: histidin, arginin, glicin, metionin, alanin, arginin, asparaginska kislina, 
prolin in lizin. Njihova primarna funkcija je povečanje topnosti beljakovin, preprečevanje 
oksidacije beljakovin v formulacijah, zmanjševanje viskoznosti raztopin, uravnavanje 
osmolarnosti in najpomembnejše, kot fiksatorji pH-biološkega zdravila za zagotavljanje 
stabilnosti beljakovin v bioloških zdravilih (Chi, 2017). 
 
Vplivi aminokislin na stabilnost in formulacijo beljakovin so različni. Na primer, histidin se 
veliko uporablja kot pufersko sredstvo za protitelesa, ki ne nadzorujejo le pH-raztopine (pI 
7,59), ampak tudi zagotavljajo stabilizirajoče nekovalentne interakcije s protitelesi v trdnem 
stanju. Histidin je tudi antioksidant, ki v raztopini odstranjuje hidroksilne radikale. Glicin je 
bil uporabljen kot pufersko sredstvo za raztopino (pI = 5,97). Arginin je vsesplošno 
uporabljal raztopino, ki zavira agregacijo, v korakih čiščenja beljakovin, kot je obnavljanje 
telesa inkluzije, in kot sestavni del mobilnih faz v tekoči kromatografiji. Vključitev arginina 
med ponovnim namakanjem je povzročila povečano obnovo beljakovin s sušenjem 
združevanja zložljivih intermediatov, ne da bi nanj nanesli stabilizacijski učinek na izvorno 
strukturo beljakovin (Ohtake, 2011). Arginin se pogosto uporablja tudi v beljakovinskih 
formulacijah za povečanje roka uporabnosti. Številne ugotovitve jasno kažejo na to, da je v 
naravi učinek arginina vplival na beljakovinsko topnost. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da 
je dodatek arginin hidroklorida izrazito zmanjšal viskoznost (Dawei in sod., 2005). Ker 
lahko ista aminokislina v pomožni snovi v terapevtski beljakovinski obliki učinkuje kot 
pomožna snov, ni presenetljivo, da je mehanizem stabilizacije aminokislin zelo razvit. 
Mehanizem beljakovinsko stabilizirajočih učinkov aminokislin pa ostaja aktivno področje 
raziskovanja. Kljub pogosti uporabi arginina v biofarmacevtski predelavi in formulaciji, je 
mehanizem solubilizacijskega in zaviralnega učinka arginina še vedno v celoti razjasnjen. 
Kljub temu arginin ostaja uporabna pomožna snov pri stabilizaciji beljakovinskih formulacij 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 PRIPRAVA STANDARDNE MEŠANICE AMINOKISLIN 
Za pripravo standardnih raztopin posameznih aminokislin smo na analitski tehtnici zatehtali 
50 mg posamezne aminokisline. Dodali smo 5 mL MqH2O (deionizirana voda) in tako 
pripravili standard aminokisline v koncentraciji 10 mg/mL. Tako smo pripravili devet 
posameznih standardov aminokislin v koncentraciji 10 mg/mL. Po 10 µL posameznega 
standarda aminokisline smo odpipetirali v 2,5 mL epico in redčili z MqH2O do končne 
koncentracije standarda 0,1 mg/mL. Za devet izbranih aminokislin: glicin, alanin, leucin, 
metionin, histidin, lizin, arginin, izoleucin in prolin smo po zgoraj opisanem postopku 
pripravili standardno mešanico raztopin aminokislin v koncentraciji 0,1 mg/mL. Za 
aminokisline triptofan, asparaginska kislina, glutaminska kislina in glutamin smo, zaradi 
slabše topnosti, standardne raztopine aminokislin pripravili po naslednjem postopku: 
zatehtali smo 50 mg posamezne aminokisline in v merilni bučki dodali 50 mL MqH2O, da 
smo pripravili raztopino aminokisline v koncentraciji 1 mg/mL. Posamezne pripravljene 
standarde aminokislin s slabšo topnostjo smo nato redčili do končne koncentracije 0,1 
mg/mL tako, da smo predhodno pripravljeni mešanici aminokislin, ki je že vsebovala devet 
izbranih aminokislin v koncentraciji 0,1 mg/mL, dodali po 100 µL vsake aminokisline, v 
koncentraciji 1 mg/mL. Tako smo pripravili končno mešanico, ki je vsebovala 13 
standardnih raztopin posameznih aminokislin v končni koncentraciji 0,1 mg/mL. 
Pripravljena standardna mešanica aminokislin je služila za analitski vzorec med celotnim 
razvojem metode in se v nadaljnjih analizah ni spreminjala. Za zagotavljanje ponovljivosti 
smo od posameznega standarda 13 aminokislin odpipetirali 4,5 mL raztopine v 5 mL epico 
in jo shranili v hladilni sobi pri temperaturi 5 °C. Le tako bi po potrebi lahko pripravili novo 
standardno mešanico aminokislin, ki se od prvotne ne bi razlikovala. Za potrebe HPLC-
analize smo morali standardno mešanico 13 aminokislin v koncentraciji 0,1 mg/mL prenesti 
v stekleno HPLC-vialo. Mešanico aminokislin smo dobro premešali na vorteksu in 
odpipetirali 1 mL mešanice v stekleno HPLC vialo ter jo zaprli z ustreznim pokrovčkom. 
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1 Glicin Gly 10 50,27 
2 Alanin Ala 10 50,17 
3 Leucin Leu 10 50,9 
4 Metionin Met 10 50,62 
5 Triptofan Trp 1 50,81 
6 Asparaginska kislina Asp 1 50,3 
7 Glutaminska kilsina Glu 1 50,2 
8 Glutamin Gln 1 50,08 
9 Histidin His 10 50,32 
10 Lizin Lys 10 50,22 
11 Arginin Arg 10 50,22 
12 Izoleucin Ile 10 50,56 
13 Prolin Pro 10 50,07 
3.2 KRATICE ION-PAIR MODIFIKATORJEV 
Izbrani ion-pair modifikatorji oziroma ion-pair reagenti:  
TFA: trifluorocetna kislina (C2HF3O2) 
PFPA: pentafluoropropanojska kislina (CF3CF2COOH) 
HFBA: heptafluorobutanojska kislina (C4HF7O2) 
PFVA: perflouropentanojska kislina (C5HF9O2) 
 
Slika 5: Ion-par modifikatorji (ion-pair reagenti) 
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3.3 PRIPRAVA MOBILNIH FAZ 
3.3.1 Priprava polarnih mobilnih faz 
Za pripravo mobilne faze z 0,4 % pentafluoropropionske kisline (PFPA) smo v merilnem 
valju odmerili 1000 mL MqH2O. Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za 
mobilno fazo z volumnom 1 L. Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 4 mL 
pentafluoropropionske kisline (PFPA). Priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. 
Mobilno fazo smo ustrezno označili in na magnetnem mešalu dobro premešali (3 minute). 
 
Za pripravo mobilne faze z 0,4 % trifluoroocetne kisline (TFA)  smo v merilni valj odmerili 
1000 mL MqH2O. Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z 
volumnom 1L. Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 4 mL trifluoroocetne kisline 
(TFA). Priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili 
in jo na magnetnem mešalu dobro premešali  (3 minute). 
 
Za pripravo mobilne faze z 0,4 % HFBA smo v merilni valj odmerili 1000 mL MqH2O. 
Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 1 L. Mobilni 
fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 4 mL heptafluorobutanojske kisline (HFBA). Priprava 
mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo na 
magnetnem mešalu dobro premešali (3 minute). Pripravili smo mobilno fazo z deležem 
HFBA 0,4 % in izmerjenim pH 1,6. 
 
Za pripravo mobilne faze MPA_C2_0,1 smo merilni valj odmerili 250 mL MqH2O. Vsebino 
merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 500 mL. Mobilni fazi 
smo z avtomatsko pipeto dodali 250 uL trifluoroocetne kisline (TFA). Priprava mobilne faze 
je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo na magnetnem mešalu 
dobro premešali (3 minute). Pripravili smo polarno mobilno fazo z deležem TFA 0,1 %. 
 
Za pripravo mobilne faze MPA_C3_0,1 smo v merilni valj odmerili 250 mL MqH2O. 
Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 500 mL. 
Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 250 uL pentafluoropropionske kisline (PFPA). 
Priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo na 
magnetnem mešalu dobro mešali (3 minute). Pripravili smo polarno mobilno fazo z deležem 
PFPA 0,1 %. 
 
Za pripravo mobilne faze MPA_C4_0,1 smo v merilni valj odmerili 250 mL MqH2O. 
Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 500 mL. 
Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 250 uL pentafluoropropionske kisline (HFBA). 
Priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo na 
magnetnem mešalu dobro mešali (3 minute). Pripravili smo polarno mobilno fazo z deležem 
HFBA 0,1 %. 
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Za pripravo mobilne faze MPA_C5_0,1 smo v merilni valj odmerili 250 mL MqH2O. 
Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 500 mL. 
Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 250 uL perflouro kisline (PFVA). Priprava 
mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo na 
magnetnem mešalu dobro mešali (3 minute). Pripravili smo polarno mobilno fazo z deležem 
PFVA 0,1 %. 
 
Vse mobilne faze smo shranjevali v hladni komori pri temperaturi  2 - 8 °C, vendar ne dlje 
kot mesec dni. 
3.3.2 Priprava nepolarnih mobilnih faz 
Za pripravo osnovne nepolarne mobilne faze B smo v merilnem valju odmerili 1000 mL 
acetonitrila (ACN). Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z 
volumnom 1 L, priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno 
označili. Tako smo pripravili mobilno fazo, ki je vsebovala 100 % ACN. 
 
Za pripravo nepolarne mobilne faze B, ki jo tvori acetonitril z dodatkom 0,1 % 
trifluoroocetne kisline (TFA), smo v merilnem valju odmerili 1000 mL acetonitrila (ACN). 
Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z volumnom 1 L. Mobilni 
fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 1 mL trifluoroocetne kisline (TFA). Priprava mobilne 
faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili in jo z magnetnim 
mešalom dobro mešali 3 minute.  
 
Za pripravo nepolarne mobilne faze B iz metanola smo v merilnem valju odmerili 1000 mL 
metanola (MeOH). Vsebino merilnega valja smo prelili v steklenico za mobilno fazo z 
volumnom 1 L. Mobilni fazi smo z avtomatsko pipeto dodali 1 mL trifluoroocetne kisline 
(TFA). Priprava mobilne faze je potekala v digestoriju. Mobilno fazo smo ustrezno označili 
in jo z magnetnim mešalom dobro mešali 3 minute.  
 
Vse mobilne faze smo shranjevali v hladni komori pri temperaturi 2 - 8 °C, vendar ne dlje 
kot mesec dni. 
3.4 PRIPRAVA REALNIH VZORCEV 
Za pripravo realnih vzorcev smo vzeli aktualne vzorce formulatorskega razvoja bioloških 
zdravil. Izbrani so bili štirje realni vzorci, za katere smo vedeli, da vsebujejo posamezne 
aminokisline. Vzorci, označeni z 10, 11 in 12, so imeli koncentracijo proteina 150 mg/mL. 
Zato je bilo treba vzorce redčiti, da smo prišli na koncentracijo proteina 0,15 mg/mL. 
Redčenje vzorcev je bilo nujno, saj bi večja koncentracija proteina lahko uničila 
kromatografsko kolono. Od dobljenega realnega vzorca smo odpipetirali 10 uL in ga v 1,5 
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mL epici redčili z 990 uL  MqH2O. Tako smo dobili 100x redčitev vzorca. Pripravljeno 
redčitev smo dobro premešali na vorteksu. Da smo dobili končno koncentracijo, smo 
odpipetirali 100 uL redčenega vzorca in ga redčili v 1,5 mL epici z 900 uL MqH2O in tako 
pripravili 1000x redčitev realnega vzorca. Tako pripravljena redčitev je primerna za 
nadaljnje analize na sistemu HPLC. Četrti vzorec z oznako vzorec 13 pa smo pripravili 
nekoliko drugače, zaradi drugačne začetne koncentracije rezalnega vzorca. Vzorec je imel 
začetno koncentracijo proteina 30 ug/mL. Zato smo vzorec redčili 100x, da smo prišli do 
končne koncentracije proteina 0,3 ug/mL, s katerim smo nadaljevali analizo. 
 
Pri razvoju metode nismo določali LOD in LOQ, ker so aminokisline v realnih vzorcih 
bioloških zdravil prisotne v območju 10–100 mM, kar ni problematično z vidika 
občutljivosti metode. Večina aminokislin, ki se pojavlja v bioloških zdravilih, je prisotna v 
koncentracijah, ki ne spadajo v območje najmanjše koncentracije, ki jo lahko delektiramo z 
metodo. Metodo smo razvijali za formulatorske izdelke, za katere poznamo območje 
koncentracij aminokislin, ki ni nižja od 10 mM. Zaradi tega določanje metod LOD in LOQ 
ni bilo potrebno, saj je metoda dovolj občutljiva in je znano območje detekcije v območju 
linearnosti metode. Linearnost metode smo preverili za izbrane aminokisline in določili 
območje linearnosti metode, katero smo razvili. Ker so vse aminokisline prisotne v 
formulatorskih vzorcih bile beležene znotraj območja linearnosti nismo določali LOD in 
LOQ metodi. Če bi metodo želeli tudi uradno validirati, v tem primeru bi morali določiti tudi 
LOD in LOQ, tukaj pa to ni bilo potrebno saj  je bila metoda razvita za interne potrebe 
razvoja. 
3.5 OPIS DVEH IZBRANIH METOD 
Osnovna metoda je preprosta metoda, ki je bila zasnovana za potrebe spoznavanja analitske 
metode in instrumenta. Osnovna metoda je sestavljena iz samo ene spremembe deleža 
polarne in nepolarne mobilne faze. Pomembno pri osnovni metodi je, da se gradient 
spreminja hitro in linearno. Pri času 0 metoda uporablja 100 % delež polarne mobilne faze. 
Med tretjo in 18. minuto se delež polarne mobilne faze zmanjšuje, zaradi tega pa se povečuje 
delež nepolarne mobilne faze, dokler pri 18. minuti ne dosežeta obe mobilni fazi enakega 
deleža 50 %. Spreminjanje deleža mobilnih faz vpliva na elucijsko moč mobilne faze. Po 18. 
minuti sledi ekvilibracija na začetne pogoje, ki je100% delež polarne mobilne faze. 
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Preglednica 2: Gradient osnovne metode 
Čas 
Polarna mobilna faza 
(0,1 % TFA) 
Nepolarna mobilna faza 
(100% ACN) 
0 100 0 
3 100 0 
18 50 50 
18,4 100 0 
26 100 0 
Namen je bil razviti preprosto, robustno in hitro metodo, s katero bomo lahko ustrezno 
ločevali posamezne aminokisline med seboj. Zato smo osnovno metodo nadgrajevali in jo 
nadgradili do končno razvite metode, ki je vidna v preglednici 3. Razvita metoda je sedem 
minut daljša kot osnovna metoda in zajema več faz spreminjanja gradienta mobilnih faz. Pri 
razviti metodi je ključno postopno spreminjanje gradienta, kjer se delež nepolarne mobilne 
faze postopno povečuje, posledično se jakost vezave analitov na nepolarno kolono postopno 
povečuje. Sprememba deleža mobilnih faz povzroči močnejše interakcije med analitom in 
stacionarno fazo kolone, postopno vezavo in elucijo pa dosežemo s povečevanjem deleža 
nepolarne mobilne faze in ponovnim postopnim povečevanjem polarne mobilne faze. 
 
Preglednica 3: Gradient razvite metode 
Čas 
Polarna mobilna faza A (0,4% 
HPBA) 
Nepolarna mobilna 
faza (100% ACN) 
0 100 0 
5 100 0 
16 70 30 
24 55 45 
24,4 100 0 
33 100 0 
Parametri izbranih metod: 
Preglednica 4: Pogoji kromatografskih metod 
Pretok 0,3 mL/min 
Temperatura kolone 30 °C 
Volumen injiciranja 2 L 
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Obe metodi – osnovna in razvita – imata enake parametre, ki smo jih poenotili, da lahko 
metodi primerjamo med seboj in tako parametri ne vplivajo na morebitno razlikovanje 
rezultatov. Med razvojem metode so se določeni parametri spreminjali, te spremembe  so 
navedene kot komentarji v poglavju 4: Rezultati in diskusija pod slikami kromatogramov, 
kjer so za posamezni kromatogram vidni  pogoji kromatografske metode. 
 
Enako kot ekvilibracija kolone med metodo pa je pomembna tudi ekvilibracija 
kromatografske kolone pred uporabo. Pred vsako uporabo je tako treba kromatografsko 
kolono, s katero bomo izvajali analizo, ekvilibrirati vsaj 30 minut na pogoje metode z  
polarno mobilno fazo A. Še posebej pred prvo uporabo je potrebno HPLC-kolono 
ekvilibrirati s pretokom mobilne faze. Tako je bila kolona ekvilibrirana 60 minut na pretoku 
0,3 mL/min z polarno mobilno fazo A. Ko končamo z analizo, je treba kromatografsko 
kolono ustrezno shraniti. Pred shranjevanjem kolono speremo z 80 % mešanico acetonitrila 
(ACN), da se v koloni vzpostavijo nevtralni pogoji, ki zaščitijo kolono med neuporabo 
oziroma shranjevanjem.  
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1 DOLOČANJE POSAMEZNIH AMINOKISLIN Z OSNOVNO METODO 
 
Slika 6: Določanje posameznih aminokislin z osnovno metodo. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, 
temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode 
glej preglednico 2. Polarna mobilna faza (0,1 % TFA), nepolarna mobilna faza (100% ACN). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 1. Metionin, 2. Arginin, 3. Izolevcin, 4. Leucin in 5. Triptofan. 
Na sliki 6 je predstavljeno zaporedje posameznih aminokislin, ki smo jih določili z osnovno 
metodo in dodatkom 0,1 % TFA ion-pair modifikatorja v polarno mobilno fazo. Osnovna 
metoda ima funkcijo spoznavne metode, ki nam poda osnovne rezultate za postavitev 
nadaljnjih korakov dela. Določali smo trinajst posameznih aminokislin v vzorcu. S slike 6 
je razvidno, da smo lahko določili le pet posameznih aminokislin: metionin, arginin, 
izolevcin, levcin in triptofan. Z osnovno metodo nam ni uspelo določili naslednjih 
aminokislin: glicin, asparaginska kislina, glutamin, alanin, prolin, glutaminska kislina, 
histidin in lizin. S preprosto metodo tako ne moremo določit vseh trinajst izbranih 
aminokislin, to je še toliko bolj očitno v prvih štirih minutah metode, kot vidimo so tu vrhovi 
združeni in resolucije je prenizka za detekcijo. 
4.2 PRIMERJAVA RAZLIČNIH ION-PAIR MODIFIKATORJEV Z OSNOVNO 
METODO 
Izbor medija RP-LC glede na hidrofobnost komponent vzorca je treba opraviti empirično. 
Primerjali smo različne ion-pair modifikatorje pri koncentraciji 0,1 % dodanega ion-pair 
modifikatorja v polarni mobilni fazi z uporabo osnovne metode. Z njo smo poskušali 
preveriti, kateri ion-pair modifikatorji najbolj učinkovito vplivajo na ločbo analita. Iskali 
smo ion-pair modifikator, pri katerem dobimo najboljšo ločbo vrhov analita. Zato smo 
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izbrali štiri različne ion-pair modifikatorje (kisline) in jih primerjali med seboj v enakih 
koncentracijah. Izbrani ion-pair modifikatorji so bili: TFA, PFPA, HFBA, PFVA, dodali pa 
smo jih v polarno mobilno fazo. 
 
Tako smo imeli štiri polarne mobilne faze: 
1)  H2O + 0,1 % TFA,  
2)  H2O + 0,1 % PFPA,  
3)  H2O + 0,1 % HFBA, 
4)  H2O + 0,1 % PFVA. 
 
Vpliv različnih ion-pair modifikatorjev na ločbo analita smo spremljali s spreminjanjem 
polarne mobilne faze tako, da smo v deionizirano vodo dodajali različne ion-pair 
modifikatorje v končni koncentraciji 0,1 % ion-par modifikatorja v polarni mobilni fazi. 
 
Slika 7: Primerjava polarne mobilne faze 0,1 % TFA in polarne mobilne faze 0,1 % PFPA. Mobilna faza 
0,1 % TFA modri vrhovi kromatograma in polarna mobilna faza 0,1 % PFPA črni vrhovi kromatograma. 
Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura 
CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 2. Nepolarna mobilna faza (100% ACN) in je 
enaka za vse anlize ne glede na spreminjanje sestave polarne mobilne faze. Uporabljena kromatografska kolona 
z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 7 je predstavljen kromatogram, posnet pri kromatografskih pogojih (preglednici 2 
in 4), na katerih so prikazani vrhovi analita pri polarni mobilni fazi z 0,1 % dodanega TFA 
(modri vrhovi kromatograma) in vrhovi pri polarni mobilni fazi z 0,1 % dodanega PFPA 
ion-pair modifikatorja (črni vrhovi kromatograma) pri osnovni metodi. S slike 7 je razvidna 
sprememba retenzije vseh vrhov med posameznima polarnima mobilnima fazama. Na 
retenzijo analita tako vpliva izbrana mobilna faza. Ker je pri uporabi polarne mobilne faze z 
dodatkom 0,1 % PFPA retenzija večja kot pri mobilni fazi z 0,1 % TFA ion-pair 
modifikatorja v mobilni fazi, opažamo boljšo ločbo analita pri mobilni fazi z dodatkom 0,1 
% PFPA. Retenzija analita je pogojena z močjo vezave analita na stacionarno kolono. Večjo 
retenzijo in s tem boljšo ločbo dobimo pri uporabi ion-pair modifikatorja z daljšo ogljikovo 
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verigo, v tem primeru PFPA s tremi ogljikovimi atomi. Daljši kot je nepolarni rep ion-par 
modifikatorja (število atomov C), bolj se kompleks analita in ion-par modifikatorja veže na 
stacionarno fazo kolone. Tako se podaljša čas zadrževanja analita na koloni (retenzija), kar 
vpliva na ločbo vrhov.   
 
Slika 8: Primerjava mobilne faze 0,1 % HFBA in mobilne faze 0,1 % PFVA. Mobilna faza 0,1 % HFBA 
črni vrhovi kromatograma in mobilna faza 0,1 % PFVA modri vrhovi kromatograma. Kromatografski pogoji: 
Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 
°C, za gradient metode glej preglednico 2. Nepolarna mobilna faza (100% ACN) in je enaka za vse anlize ne 
glede na spreminjanje sestave polarne mobilne faze. Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo 
Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 8 je s kromatogramom, posnetim pri kromatografskih pogojih (glej preglednici 2 in 
4, na katerih je prikazana primerjava 0,1 % HFBA ion-pair modifikatorja v polarni mobilni 
fazi A in 0,1 % PFVA-ion-pair modifikatorja v polarni mobilni fazi A. Pri osnovni metodi 
je z črno barvo predstavljen kromatogram mobilne faze z 0,1 % HFBA ion-pair 
modifikatorja v primerjavi z modrim kromatogramom mobilne faze z 0,1 % PFVA ion-pair 
modifikatorja. Zaznati je podobnost rezultatov, predstavljenih na sliki 7. Če primerjamo 
PFPA (slika 7) in HFBA (slika 8), vidimo enak trend kot je predhodno opisano; več kot je 
atomov C v verigi ion-par modifikatorja, daljša je retenzija vrhov. S slike 8 lahko razberemo 
močan zamik vrhov v desno pri mobilni fazi z dodanim 0,1 % PFVA (vrhovi modre barve), 
kar spet kaže na večjo retenzijo pri uporabi ion-par modifikatorja z daljšo ogljikovo verigo, 
v tem primeru PFVA s petimi ogljikovimi atomi. Najboljša ločba je pri dodatku 0,1 % PFVA 
v polarno mobilno fazo. S slike 8 je razviden tudi porast bazne linije, ki se začne povečevati 
pri petnajsti minuti analize z dodatkom 0,1 % PFVA v polarno mobilno fazo. Tovrstni 
porasti bazne linije niso zaželeni pri analitskih rezultatih, zaradi reprezentativnosti in 
točnosti rezultatov. Zato smo se odločili, da v nadaljnjih poizkusih razvijanja metode kisline 
PFVA kot ion-par modifikatorja ne bomo uporabljali.  
 
Potrdili smo, da dodatek ion-pair modifikatorjev v polarno mobilno fazo močno vpliva na 
vezavo analita na nepolarno stacionarno fazo kolone. Tvori se kompleks med analitom (v 
našem primeru aminokislino), ki je polaren in pozitivno nabit (pri nizkem pH), in ion-par 
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modifikatorjem, ki je negativno nabit in ima nepolaren rep. Z nepolarnim repom ion-par 
modifikator omogoči vezavo kompleksa na nepolarno stacionarno fazo kolone. S to vezavo 
podaljšujemo čas vezave analita na kolono. Močnejša kot je vezava analita na stacionarno 
fazo kolone, dlje časa se bo analit zadrževal na koloni in se bo iz kolone izločil ob večjem 
deležu nepolarne mobilne faze. Kar za našo metodo pomeni: močnejša kot je vezava, daljša 
bo retenzija in vrhovi kromatograma bodo lepše ločeni.  
 
Pri uporabi različnih ion-par modifikatorjev smo spremljali tudi zaporedje aminokislin na 
kromatogramu. Opazili smo, da se, ne glede na izbrani ion-pair modifikator, aminokisline 
eluirajo v enakem vrstnem redu. Opaženo je bilo le združevanje posameznih vrhov 
aminokislin v začetnih minutah metode, vendar pa se vrstni red nadaljnjih aminokislin ni 
spreminjal. Podrobnejši opis in rezultati zaporedja aminokislin so predstavljeni v poglavjih 
4.2.1 in 4.3.2. 
 
Vpliv različnih ion-par modifikatorjev na ločbo aminokislin pa smo primerjali tudi s 
primerjanjem resolucije integriranih vrhov kromatograma. Za izbrane pare aminokislin, ki 
se eluirajo v zaporedju, smo izračunali resolucijo. Resolucija za izbrani par aminokislin lizin 
in histidin je pri dodatku TFA-ion-pair modifikatorja v polarno mobilno fazo znašala 1'34, 
pri dodatku PFPA v polarno mobilno fazo je znašala 1'58, pri dodatku HFBA-ion-par 
modifikatorja v polarno mobilno fazo je znašala 3'62, pri dodatku PFVA v polarno mobilno 
fazo pa resolucije nismo morali določiti, zaradi porasta bazne linije pri izbranem ion-pair 
modifikatorju. Razvidno je, da je največja resolucija in s tem ločba posameznih vrhov pri 
dodatku ion-pair modifikatorja HFBA. Čeprav so rezultati predstavljeni le za en par 
aminokislin, smo enak trend opazili tudi pri drugih aminokislinskih parih. Najslabša 
resolucija in s tem ločba je pri dodatku TFA ion-pair modifikatorja.  
 
Preglednica 5: Resolucije ion-pair modifikatorjev 





PFVA Določitev resolucije ni bila mogoča 
zaradi porasta bazne linije kromatograma. 
Na podlagi rezultatov smo se odločili, da za nadaljnje analize izberemo kislino HFBA kot 
ion-pair modifikator, ki ga bomo dodajali mobilnim fazam. Pri analizi je bila opažena 
najmanjša retenzija pri dodatku ion-par modifikatorja TFA, ki ga tvorita dva ogljikova 
atoma. Največja retenzija pa je bila določena pri ion-pair modifikatorju PFVA, ki ga tvori 
pet ogljikovih atomov. Ko smo uporabljali ion-pair modifikator PFVA, smo zasledili močan 
porast bazne linije, zato je uporaba PFVA neprimerna.  
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Nadaljnje raziskave in razvoj metode smo tako nadaljevali z uporabo HFBA ion-pair 
modifikatorja s štirimi ogljikovimi atomi v polarni mobilni fazi. 
4.3 VPLIV KONCENTRACIJE HFBA-ION-PAIR MODIFIKATORJA V POLARNI 
MOBILNI FAZI 
V poglavju 4.1 je zapisano, da smo za razvoj metode izbrali HFBA ion-pair modifikator, 
katerega dodatek v polarno mobilno fazo nam je podal najboljše rezultate ločbe analitov. Tej 
analizi je sledila analiza spremljanja vpliva deleža dodanega HFBA ion-pair modifikatorja. 
Vpliv deleža HFBA ion-pair modifikatorja smo primerjali v območju od 0,1 % do 0,5 %. 
Polarne mobilne faze z dodatkom HFBA ion-pair modifikatorja v različnih koncentracijah 
so vplivale na ločbo analitov. In sicer, večja kot je koncentracija HFBA v polarni mobilni 
fazi, boljša je ločba vrhov. Pri spremljanju vrhov istega ion-pair modifikatorja smo opazili, 
da se aminokislina eluira pri različnih retenzijskih časih. Glede na koncentracijo oziroma 
delež ion-pair modifikatorja v mobilni fazi smo opazili časovni zamik med analiti. Ravno ta 
zamik retenzijskega časa pa vpliva na ločbo analitov.  
 
Slika 9: Primerjava polarnih mobilnih faz s koncentracijami HFBA modifikatorja v razponu 0,1–0,3 % 
v polarni mobilni fazi. 0,1 % HFBA, 0,2 % HFBA, 0,3% HFBA. Mobilna faza 0,1 % HFBA kromatogram 
črne barve, mobilna faza 0,2 % HFBA kromatogram modre barve in mobilna faza 0,3 % HFBA kromatogram 
zelene barve. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 
µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 2. Nepolarna mobilna faza (100% 
ACN) in je enaka za vse anlize ne glede na spreminjanje sestave polarne mobilne faze. Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na sliki 9 je predstavljen kromatogram, posnet pri kromatografskih pogojih (glej preglednici 
2 in 4), pri čemer smo spremljali ločbo analitov pri različnih koncentracijah HFBA ion-pair 
modifikatorja, dodanega v polarno mobilno fazo. Vrhovi kromatograma črne barve 
pripadajo polarni mobilni fazi z dodanim 0,1 % HFBA, vrhovi kromatograma modre barve 
pripadajo polarni mobilni fazi z dodanim 0,2 % HFBA in vrhovi kromatograma zelene barve 
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pripadajo polarni mobilni fazi z dodanim 0,3 % HFBA ion-pair modifikatorja. Iz 
kromatograma (slika 9) opazimo, da so imeli analiti najkrajši čas zadrževanja pri 
koncentraciji 0,1 % HFBA v polarni mobilni fazi, kar smo tudi pričakovali. Najdaljšo 
retenzijo imajo vrhovi pri uporabi mobilne faze z deležem ion-pair modifikatorja v mobilni 
fazi 0,3 %. Retenzijski čas analitov se pričakovano veča z naraščanjem deleža ion-pair 
modifikatorja v polarni mobilni fazi. 
 
Slika 10: Primerjava polarnih mobilnih faz s koncentracijami HFBA modifikatorja v koncentraciji 
0,4% HFBA in 0,5 % v polarni mobilni fazi. 0,4 % HFBA (kromatogram črne) in 0,5 % HFBA 
(kromatogram modre barve). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen 
injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 2. Nepolarna 
mobilna faza (100% ACN) in je enaka za vse anlize ne glede na spreminjanje sestave polarne mobilne faze. 
Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 
µm 2,1 × 250 mm). 
Enak trend kot na sliki 9 opazimo tudi na sliki 10, na kateri je predstavljen kromatogram, 
posnet pri kromatografskih pogojih (preglednici 2 in 4).  Če primerjamo oba kromatograma 
(sliki 9 in 10), opazimo, da imajo vrhovi črne barve, ki pripadajo 0,4 % HFBA, manjšo 
retenzijo kot vrhovi modre barve, ki pripadajo 0,5 % ion-pair modifikatorja HFBA, 
dodanega v polarno mobilno fazo.  
 
Preglednica 6: Resolucije kromatograma primerjave različnih koncentracij mobilnih faz 
Koncentracija HFBA v polarni mobilni fazi A Resolucija analitskega para aminokislin lizin in histidin 
0,1 % Resolucije ni mogoče določiti (preslaba ločba). 
0,2 % 2,17 
0,3 % 4,43 
0,4 % 5,54 
0,5 % 6,17 
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V preglednici 6 so predstavljene vrednosti resolucije za aminokislinski par lizin in histidin, 
katerih kromatogram je prikazan na sliki 9 in 10. Razvidno je, da se z večanjem koncentracije 
HFBA povečuje tudi vrednost resolucije. To nakazuje na odvisnost med časom zadrževanja 
in koncentracijo dodanega ion-pair modifikatorja v polarno mobilno fazo. Pri koncentraciji 
0,1 % HFBA, dodanega v polarno mobilno fazo, sta vrhova posameznih aminokislin 
združena in njune resolucije ni mogoče določiti. V nadaljevanju pa opazimo, da je najvišja 
resolucija, določena pri koncentraciji 0,5 % HFBA. S primerjavo vrednosti resolucij tako 
lahko potrdimo, da dodatek ion-pair modifikatorja vpliva na čas zadrževanja analita na 
koloni in izboljša ločbo, saj z njimi povečamo hidrofobnost molekul in posledično 
interakcijo med analitom in stacionarno fazo kolone. 
 
Na sliki 10 opazimo tudi spremembo bazne linije, ki je povezana z veliko koncentracijo 
HFBA v polarni mobilni fazi. Porast bazne linije je pri uporabi mobilne faze z deležem ion-
pair modifikatorja HFBA 0,5 % večji kot pri mobilni fazi z dodanim 0,4 % HFBA v polarno 
mobilno fazo. Ker je porast bazne linije pri kromatografskih metodah neželen, saj vpliva na 
reprezentativnost metode in njeno točnost, smo se na podlagi teh rezultatov odločili, da bomo 
za nadaljnje analize uporabljali koncentracijo 0,4 % ion-pair modifikatorja HFBA v polarni 
mobilni fazi, ker ne beležimo porasta bazne linije, ob enem pa imamo najboljšo ločbo 
analitskih vrhov. Če primerjamo pH-vrednosti mobilnih faz 0,1 % HFBA in 0,5 % HFBA, 
opazimo razliko. Izmerjene so bile vrednosti pH posameznih mobilnih faz, in sicer mobilna 
faza z 0,1 % HFBA je imela 2,2 vrednost pH, mobilna faza z 0,5 % HFBA je imela pH 
vrednost 1,5. Tako smo se z uporabo mobilne faze 0,5 % HFBA gibali na spodnji meji, ki je 
še primerna za uporabo naše kolone Acclaim RSLC Polar Advantage II proizvajalca 
Thermo, ki znaša pH 1,5. To je še en razlog več za nadaljnje analize z uporabo ion-pair 
modifikatorja HFBA v koncentraciji 0,4 %. 
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4.3.1 Določitev posameznih aminokislin z osnovno metodo 
 
Slika 11: Zaporedje aminokislin, določenih z osnovno metodo. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, 
temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient osnovne 
metode glej preglednico 2. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (0,4 % HFBA). 
Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 
µm 2,1 × 250 mm). Določene aminokisline: 1. Glicin, 2. Asparaginska kislina, 3. Glutaminska ksilina, 4. 
Alanin, 5. Glutamin, 6. Prolin, 7. Lizin, 8. Histidin, 9. Metionin, 10. Arginin, 11. Izolevcin. 12. Levcin in 13. 
Triptofan. 
Na kromatogramu slika 11 je predstavljeno zaporedje aminokislin, ki smo ga določili z 
osnovno kromatografsko metodo. Določili smo zaporedje posameznih aminokislin, pri 
čemer smo dodali 0,4 % HFBA ion-pair modifikatorja v polarno mobilno fazo, pogoji so 
podani v preglednicah 2 in 4. Določali smo trinajst aminokislin v aminokislinskem miksu, 
primerjali pa smo jih s standardom posameznih aminokislin. Na kromatogramu smo lahko 
določili vseh trinajst aminokislin, vendar je opazno združevanje vrhov posameznih 
aminokislin, ki smo ga z nadaljnjim razvojem metode pokušali odpraviti in dobiti boljšo 
resolucijo ločbe. Za vrhove, ki se združujejo, ne moremo določiti resolucije, zato takšna 
metoda ni primerna. Da lahko določimo resolucijo, morata biti dva kromatografska vrhova 
popolnoma ločena, kar pomeni, da vrednost resolucije presega vrednost 1. 
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4.4.1 Primerjava osnovne in razvite metode 
 
Slika 12: Primerjava osnovne metode  in razvite metode. Osnovna metoda je predstavljena z črno barvo, 
razvita metoda pa z modro barvo na kromatogramu. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura 
kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode osnovne 
metode glej preglednico 2, za gradient razvite metode glej preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % 
ACN), polarna mobilna faza (0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo 
Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 12 je predstavljen kromatogram, posnet pod pogoji metode (glej preglednica 4). Na 
kromatogramu je vidna primerjava osnovne (preglednica 2) in razvite metode (preglednica 
3). Kromatogram osnovne metode je prikazan v črni barvi, medtem ko je kromatogram 
razvite metode prikazan modro. Kot je razvidno, se vrhovi analitov v prvih desetih minutah 
obeh metod eluirajo ob enakem času, pomembna razlika pa se opaža pri detekciji analitov 
po deseti minuti. Razvita metoda, ki ima daljši čas trajanja analize, nam daje rezultate z 
večjimi retenzijskimi časi analitov. Osnovna metoda ima linearno spreminjanje gradienta do 
50 % deleža nepolarne mobilne faze in polarne mobilne faze, medtem ko ima razvita metoda 
bolj kompleksno spreminjanje gradienta posameznih mobilnih faz in največje razmerje med 
polarno in nepolarno mobilno fazo, ki zavzema delež 55 : 45. Delež polarne in nepolarne 
komponente na koloni vpliva na moč vezave analita na stacionarno fazo kolone, kar določa 
retenzijo analita. Kot je razvidno s slike 12, prihaja do večjega porasta bazne linije pri 
osnovni metodi v primerjavi z razvito metodo. Ta parameter nakazuje na boljše rezultate, 
dobljene z razvito metodo, pri čemer se s tako izrazitim porastom bazne linije ne srečujemo. 
Zato smo za nadaljnje eksperimente uporabljali razvito metodo s kompleksnejšim 
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Primerjavo ločbe pri obeh gradientnih metodah smo spremljali tudi z vrednostjo resolucije 
med izbranimi aminokislinskimi pari aminokislin, ki se eluirajo zaporedno med metodo. 
Resolucija se v prvih enajstih minutah ob primerjavi obeh metod ni spreminjala. Prva 
sprememba primerjave resolucije je bila opazna pri aminokislinskem paru lizin : histidin, 
kjer smo zasledili prvo spremembo resolucije v primerjavi osnovne in razvite metode. Pri 
osnovni metodi je resolucija za izbrani par znašala 5'61, pri razviti metodi pa 8'09. Tudi pri 
aminokislinskem paru izolevcin : levcin smo opazili enak trend. In sicer je resolucija pri 
osnovni metodi znašala 2'62, pri razviti pa 2'82. Ker se je enaka sprememba resolucije 
zgodila pri vseh aminokislinskih parih po enajsti minuti eluiranja metode, smo sklenili, da 
se z daljšim trajanjem metode poveča čas zadrževanja aminokislin na koloni in tako je 
resolucija boljša. Tudi sprememba gradienta ima pomemben vpliv na resolucijo, in sicer se 
ob postopni spremembi gradienta in razmerja med polarno in nepolarno mobilno fazo 
resolucija povečuje, kar pomeni, da se ločba izboljša. Za pregled spreminjanja gradientov 
metod glej preglednici 2 in 3. 
 
Preglednica 7: Resolucija metod 
Gradient metode Resolucija 
aminokislinskega para 
lizin : histidin 
Resolucija 
aminokislinskega para 







V preglednici 7 so predstavljene vrednosti resolucije, ki se spreminjajo za izbrana 
aminokislinska para in vrsto metode. Vsi dobljeni rezultati nakazujejo, da je boljša ločba pri 
razviti metodi, zato smo v nadaljevalnih analizah uporabljali razvito metodo, ki pa smo jo s 
spreminjanjem ključnih parametrov poskušali še dodatno optimizirati. 
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4.4.2 Gradienti razvitih metod 
Preglednica 8: Gradient razvite metode 
Čas (min) Polarna mobilna faza 
(0,4 % HFBA) 
Nepolarna mobilna faza 
(100% ACN) 
0 100 0 
5 100 0 
16 70 30 
24 55 45 
24,4 100 0 
33 100 0 
 
Preglednica 9: Gradientna metoda 1 
Čas (min) Polarna mobilna faza 
(0,4 % HFBA) 
Nepolarna mobilna faza 
(100% ACN) 
0 100 0 
5 100 0 
20 55 45 
20,4 100 0 
29 100 0 
 
Preglednica 10: Gradientna metoda 2 
Čas (min) Polarna mobilna faza 
(0,4 % HFBA) 
Nepolarna mobilna faza 
(100% ACN) 
0 100 0 
5 100 0 
10 70 30 
20 55 45 
20,4 100 0 
29 100 0 
Na podlagi rezultatov primerjave osnovne in gradientne metode (poglavje 4.4.1) smo 
poskusili še dodatno optimizirati gradientno metodo, s katero bi dobili boljše rezultate ločbe 
kot pri osnovni metodi. Zato smo naredili pregled rezultatov aminokislinskega zaporedja in 
njihovo ločbo primerjali še z drugimi gradientnimi metodami. Poleg spreminjanja gradienta 
smo spreminjali tudi čas trajanja metode in delež med polarno in nepolarno mobilno fazo. 
Pri tem je pretok vseh mobilnih faz ostajal nespremenjen, in sicer 0,3 mL/min. Za vse tri 
gradientne metode pa velja, da končani spremembi gradienta sledi ekvilibracija kolone, s 
katero vzpostavimo osnovne pogoje v koloni. Brez potrebne ekvilibracije, ki je pri nas 
obsegala čas osem minut, bi ob naslednjem injiciranju dobili krajše retenzijske čase, zaradi 
deleža še vedno prisotne nepolarne mobilne faze v koloni. Z ekvilibracijo kolone na osnovne 
pogoje dosežemo ponovljivost analiz z isto metodo. Tri gradientne metode, ki so podrobneje 
opisane v preglednicah 5, 6 in 7, so podale naslednje rezultate, opisane pod sliko 12. 
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Slika 13: Primerjava treh razvitih metod z različnimi gradienti. 1. Metoda (črna barva): Razvita metoda 
(preglednica 5), 2. metoda (zelena barva): Gradientna metoda 1 (preglednica 6), 3. Metoda (modra barva): 
Gradientna metoda 2 (preglednica 7). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 2. 
Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska 
kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 13 je prikazan kromatogram, na katerem so predstavljeni rezultati treh gradientnih 
metod. Pogoji so predstavljeni v preglednici 4 in so bili enaki za vse tri gradientne metode. 
Ključna spremenljivka je bil gradient, ki se je spreminjal z vsako analizirano metodo. S črno 
barvo je označena razvita metoda (preglednica 5), z zeleno barvo razvita metoda, ki smo jo 
v analizah poimenovali gradientna metoda 1 (preglednica 6), z modro barvo pa je prikazana 
metoda, ki smo jo v analizah poimenovali gradientna metoda 2 (preglednica 7). Najlepšo 
ločbo posameznih vrhov smo zasledili pri razviti metodi, katere čas trajanja je bil tudi 
najdaljši, in sicer 33 minut. Najslabšo ločbo analita smo zaznali pri gradientni metodi 2, ker 
je čas zadrževanja analita najkrajši in posledično je tudi ločba najslabša. Čeprav sta gradienta 
spreminjanja se deleža mobilne faze podobno strukturirana in se deleži med polarno in 
nepolarno fazo ujemajo, je ključno spreminjanje med peto in šestnajsto minuto trajanja 
metode.  
 
Na podlagi rezultatov, dobljenih s primerjavo treh različnih metod, ki so se med seboj 
razlikovale v gradientu, smo se odločili, da za nadaljnje eksperimente izberemo prvo metodo 
(razvita metoda). Primerjava treh razvitih metod nam je potrdila, da je delež polarne in 
nepolarne komponente na koloni ključni dejavnik, ki vpliva na moč vezave analita (v našem 
primeru aminokislin) na kolono. 
 
Spreminjanje gradienta smo poskušali ovrednotiti tudi s primerjavo resolucij med različnimi 
gradientnimi metodami. Tako smo za izbrane aminokislinske pare, ki se pri vseh treh 
izbranih gradientnih metodah eluirajo zaporedno, določili vrednost resolucije in to primerjali 
med seboj. Že s slike 8 je razbrati, da se resolucija v prvih enajstih minutah ne spreminja. 
To smo potrdili za aminokislinski par alanin : glutamin, ki se eluira pri času 4,2–4,6 min, pri 
čemer smo za vse tri razvite metode določili resolucijo. Resolucija za razvito metodo za 
izbrani aminokislinski par je znašala 1'57, za gradientno metodo 1 je resolucija znašala 1'58, 
za gradientno metodo 2 pa 1'58. Če primerjamo vse tri vrednosti resolucije, opazimo, da 
39 
Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
nastajajo minimalne razlike. Na podlagi teh vrednosti smo potrdili, da se sprememba 
gradienta ne odrazi v začetnih minutah trajanja metode. Pri primerjavi resolucije ob 
poznejšem času elucije pa smo opazili, da je najvišja vrednost resolucije za vse 
aminokislinske pare po enajsti minuti elucije pri razviti metodi. Nato sledi resolucija 
gradientne metode 2, najslabšo resolucijo pa dobimo pri gradientni metodi 1. 
 
 
Slika 14: Pozicija posameznih aminokislin, določenih z razvito metodo. Kromatografski pogoji: Pretok: 
0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za 
gradient metode glej preglednico 2. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 
% HFBA). Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar 
Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). Določene aminokisline: 1. Glicin, 2. Asparaginska kislina, 3. 
Glutaminska kislina, 4. Alanin, 5. Glutamin, 6. Prolin, 7. Lizin, 8. Histidin, 9. Metionin, 10. Arginin, 11. 
Izolevcin. 12. Levcin in 13. Triptofan. 
Na kromatogramu slika 14 so prikazane pozicije posameznih aminokislin, določene z razvito 
kromatografsko metodo (preglednica 3). Pogoji metode so označeni v preglednici 4. 
Določevali smo trinajst posameznih aminokislin. Kot je razvidno, smo določili vseh trinajst 
posameznih vrhov analitov. Opazno je delno prekrivanje vrhov asparaginske kisline glicina 
(pri 3,5 minutah). V standardu smo kljub prekrivanju lahko določili vseh 13 aminokislin. V 
primerjavi s kromatogramom 7 lahko opazimo znižanje bazne linije po 10 min analize. 
Posamezne aminokisline smo v miksu določali na podlagi primerjave s standardi 
posameznih aminokislin. Ob primerjavi z določanjem zaporedja aminokislin, pridobljenem 
z osnovno metodo (slika 11), lahko opazimo, da ne prihaja do zamenjave pozicij 
aminokislin. Tako se aminokisline eluirajo v enakem zaporedju kot pri razviti metodi (slika 
14). 
40 
Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
4.5 SPREMEMBA MOBILNE FAZE B IZ ACN NA MeOH 
 
Slika 15: Primerjava nepolarne mobilne faze z acetonitrilom (acetonitril in 0,4 % HFBA)  in nepolarne 
mobilne faze z metanolom (metanol + 0,4 % HFBA). Nepolarna mobična faza acetonitril in 0,4 % HFBA 
na kromatogramu modre barve. Nepolarna mobilna faza metanol + 0,4 % HFBA na kromatogramu črne barve.  
Polarna mobilna faza je bila (H2O 0,4 % HFBA). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura 
kolone: 50 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej 
preglednico 2. Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar 
Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 15 je prikazana primerjava kromatogramov, posnetih pod kromatografskimi pogoji, 
predstavljenimi v preglednicah 3 in 4, ki pripadata kromatografski analizi z različnimi 
nepolarni mobilnimi fazami B. Kromatogram z metanolom je moral biti posnet pri 
temperaturi 50 °C, saj je bil drugače tlak na instrumentu previsok (meje instrumenta 600 
bari). Višja temperatura je imela za posledico slabšo ločbo v prvih 5 minutah, vidimo lahko, 
da se vrhovi niso ločili med seboj. V analizi smo spreminjali nepolarno mobilno fazo B, 
medtem ko je polarna mobilna faza A ostajala enaka. Polarno mobilno fazo A je tvorila H2O 
z 0,4 % HFBA. Modre barve je analiza, pri kateri smo uporabili za nepolarno mobilno fazo 
100 % acetonitril. Črne barve pa je analiza, pri kateri smo uporabili metanol kot nepolarno 
mobilno fazo B. Vidimo zamik kromatograma v desno pri nepolarni mobilni fazi z 
metanolom (črni kromatogram).  V obeh mobilnih fazah – acetonitril in metanol – smo imeli 
dodatek 0,4 % HFBA ion-pair modifikatorja. Ker želimo razviti čim krajšo metodo, nam 
podaljšanje metode z kasnejšo elucijo analitov iz kromatografske kolone ne ustreza. Pri obeh 
nepolarnih mobilnih fazah dobimo primerljivo ločbo, ključna razlika je le zamik 
kromatograma nepolarne mobilne faze z metanolom v desno. Ker smo pri metodi omejeni 
tudi z zmogljivostjo instrumenta nam povišanje tlake ne predstavlja ugodnega scenarija, zato 
smo se odločili, da bomo v prihodnje uporabili nepolarno mobilno fazo z acetonitrilom. 
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4.6 PRIMERJAVA KOLON 
Preglednica 11: Primerjava dveh izbranih reverzno faznih kolon (RP) 
Kromatografska kolona Acclaim RSLC Polar Advantage II  ZORBAX Bonus – RP 
Proizvajalec Thermo Agilent 
Stacionarna faza reverzna faza s polarno vgrajenimi 
skupinami 
reverzna faza s polarno vgrajenimi 
skupinami 
Premer kolone 2,1 mm 4,6 mm 
Dolžina kolone 250 mm 250 mm 
Velikost delcev 2,2 µm 3,5  µm 
pH-območje 1,5–10 2–8 
Velikost por 120 Å 120 Å 
Maksimalna temperatura 60 °C 60 °C 
V poskusu smo uporabili dve koloni s podobnimi lastnostmi. Najprej smo preizkusili kolono 
Acclaim RSLC Polar Advantage II proizvajalca Thermo, na kateri smo razvoj metode tudi 
začeli. Kot drugo kolono pa smo preizkusili kolono ZORBAX proizvajalca Agilent. Ker smo 
za analizo potrebovali polar-embeded kolono, ki je primerna za RPC-ločbo polarnih 
molekul, je bil izbor razpoložljivih kolon majhen. Obe izbrani koloni imata podobne 
lastnosti in način ločbe analitov. Pomemben parameter pri izboru reverzno fazne kolone s 
polarno vgrajenimi skupinami je bila tudi njena dolžina, s katero smo poskušali zagotoviti 
boljšo ločbo analitov z uporabo daljše kolone (250 mm). Kljub podobnim lastnostim kolon 
smo dobili različne rezultate v ločbi, ki so predstavljeni na sliki 16.  
 
Oba predstavljena kromatograma sta posneta pri enakih pogojih z mobilno fazo, ki vsebuje 
0,4 % HFBA dodanega ion-pair modifikatorja. Kolona Acclaim RSLC Polar Advantage II 
dopušča nižje pH-vrednosti mobilne faze s spodnjo mejo pH 1,5, medtem ko kolona 
ZORBAX dopušča do pH 2. Ključna razlika med kolonama je tudi velikost por, ki so večje 
pri koloni ZORBAX, tako smo lahko uporabili pri tej koloni večji pretok skozi kolono, pri 
čemer tlak ni narastel do zgornje kritične meje 600 barov.  
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Slika 16: Primerjava izbrane kolone proizvajalca Thermo (kolona: Acclaim RSLC Polar Advantage II 
(2,2 µm 2,1 × 250 mm)) in kolone proizvajalca Agilent (kolona: ZORBAX Bonus – RP (3,5 µm 4,6 × 250 
mm)). Modri kromatogram je posnet z kolono ZORBAX Bonus – RP, črni kromatogram je posnet z kolono 
Acclaim RSLC Polar Advantage II. Polarna mobilna faza (H2O 0,4 % HFBA), ne polarna mobilna faza (100% 
ACN). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, 
temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. 
Na sliki 16 je prikazana primerjava obeh predhodno omenjenih kromatografskih kolon, 
posneta pod kromatografskimi pogoji, prikazanimi v preglednicah 3 in 4. Z modro barvo je 
predstavljen kromatogram kolone ZORBAX Bonus – RP proizvajalca Agilent. S črno barvo 
pa kromatogram kolone proizvajalca Thermo: Acclaim RSLC Polar Advantage II. Lastnosti 
uporabljenih kolon so predstavljene v preglednici 11. Ločba kolone Agilent ZORBAX 
Bonus – RP je bila primerna, pri čemer lahko vidimo porast bazne linije po osemnajsti 
minuti. Enaka slika kromatograma se je prikazovala pri vseh vzorcih in pogojih analize pri 
uporabi kolone Agilent ZORBAX Bonus – RP. Zaradi nastale situacije smo se odločili, da 
kolone Agilent ZORBAX Bonus – RP (3,5 µm 4,6 × 250 mm) ne bomo uporabljali za 
nadaljnje analize. Tako se je za boljšo kolono izkazala kolona Acclaim RSLC Polar 
Advantage II proizvajalca Thermo (2,2 µm 2,1 × 250 mm).  
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Slika 17: Pozicija posameznih aminokislin, določenih z razvito metodo (kolona Agilent: ZORBAX Bonus 
– RP (3,5 µm 4,6 × 250 mm)). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. Polarna 
mobilna faza (H2O 0,4 % HFBA), ne polarna mobilna faza (100% ACN). Kromatografska kolona: Agilent, 
ZORBAX Bonus – RP. Določene aminokisline: 1. Glicin, 2. Asparaginska kislina in Glutaminska kislina, 3. 
Alanin, 4. Glutamin, 5. Prolin, 6. Lizin, 7. Histidin, 8. Metionin, 9. Arginin, 10. Izolevcin. 11. Levcin in 12. 
Triptofan. 
Na kromatogramu slike 17 so prikazane pozicije posameznih aminokislin, detektirane s 
kolono Agilent ZORBAX Bonus – RP. Kromatogram je posnet pod kromatografskimi 
pogoji, prikazanimi v preglednicah 3 in 4. Določevali smo trinajst posameznih aminokislin. 
Kot je razvidno, smo detektirali dvanajst posameznih vrhov analitov, kar nakazuje na 
prekrivanje dveh aminokislin. Prekrivanje je bilo zaznano za aminokislino glutamin in 
asparaginsko kislino v vrhu, detektiranem pri 3,5 minute analize. Tako smo z kolono Agilent 
ZORBAX Bonus – RP (3,5 µm 4,6 × 250 mm) lahko določili le del aminokislin v vzorcu. 
Ker z izbrano kolono pri izbrani metodi nismo uspeli določiti vseh trinajstih aminokislin 
smo se odločili, da izbrana kolona ni primerna za nadaljnjo analizo in razvoj metode saj 
opazimo enak porast bazne linije kot je opisan na kromatogramu slike 16. Zato smo razvoj 
metode nadaljevali z kromatografsko kolono Acclaim RSLC Polar Advantage II 
proizvajalca Thermo (2,2 µm 2,1 × 250 mm).   
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4.7 VPLIV RAZLIČNE TEMPERATURE HPLC-KOLONE 
 
Slika 18: Vpliv različnih temperatur kromatografske kolone v temperaturnem območju med 30 in 60 
°C. Temperature kolone: 30°C (črni kromatogram na sliki), 40°C (temno modri kromatogram na sliki), 50°C 
(zeleni kromatogram na sliki) in 60 °C (svetlo modri kromatogram na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 
0,3 mL/min, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej 
preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na kromatogramu na sliki 18 je predstavljen vpliv temperature HPLC-kolone. 
Kromatografska metoda je bila posneta pri pogojih, predstavljenih v preglednicah 3 in 4, z 
izjemo parametra temperature. Ta se je spreminjal in je predstavljen v nadaljevanju 
rezultatov slike 14. Iz kromatograma lahko vidimo, da ima temperatura pomembno vlogo na 
čas zadrževanja analita v koloni. S črno barvo je predstavljena analiza, pri kateri je bila 
temperatura kolone 30 °C, s temno modro analiza, pri kateri je bila temperatura kolone 40 
°C, z zeleno barvo analiza, pri kateri je bila temperatura kolone 50 °C, in s svetlo modro 
barvo analiza, pri kateri je bila temperatura kolone 60 °C. 
 
Vidimo, da večja kot je temperatura kolone, krajši je čas zadrževanja analita na koloni. Z 
nižanjem temperature se zamikajo vrhovi aminokislin (analita) v desno, kar pomeni, da se 
vzorec eluira iz kolone pozneje zaradi močnejše vezave analita na stacionarno fazo kolone. 
Vsi kromatogrami nam ponujajo primerljivo ločbo, čeprav se med posameznimi 
temperaturami retenzijski časi razlikujejo. Ključnega pomena je eluiranje analita v prvih 
petih minutah metode. Kot vidimo, so vrhovi tam zelo skupaj in je ločba posameznih 
analitov težavna. Zaradi najboljše ločbe in največje retenzije med vrhovi, smo se na podlagi 
dobljenih rezultatov odločili, da za nadaljnjo analizo izberemo temperaturo kolone 30 °C. 
Omejitev pri temperaturi kolone pa je pogojena tudi z naraščanjem tlaka. Ker ima kolona 
enako kot sistem HPLC omejeno območje, do kam lahko dosegamo vrednosti tlakov, 
moramo biti pozorni tudi na to. V našem primeru vrednost tlaka ni smela presegati 600 
barov. 
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Slika 19: Primerjava ločbe vrhov pri temperaturah 30 in 60 °C. Temperature kolone: 30°C (rdeč 
kromatogram na sliki) in 60 °C (črni kromatogram na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. 
Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Podrobnejša predstava združevanja vrhov slike 18 je prikazana na sliki 19, katere 
kromatogram je bil posnet pod enakimi pogoji, predstavljenimi pod sliko 18. Iz 
kromatograma črne barve na sliki 19 je razbrati združevanje dveh aminokislin – glutaminska 
kislina in alanin – v skupni vrh, ki se pri temperaturi 60 °C eluira pri četrti minuti analize. 
Če pogledamo kromatogram, posnet pri temperaturi 30 °C (rdeča barva), opazimo ločena 
vrhova za glutamin in asparaginsko kislino. Aminokislina glutamin se tako pri temperaturi 
30 °C eluira pri 4,5 minute, asparaginska kislina pa pri času 4,2 minute trajanja analize. To 
pomeni, da je pri nižji temperaturi možno ločiti in detektirati vseh trinajst izbranih 
aminokislin, kar pri višji temperaturi (v našem primeru 60 °C) ni mogoče. Na podlagi ločbe 
v prvih minutah analize smo se odločili, da za nadaljnjo analizo izberemo temperaturo 
kolone 30 °C. 
 
Primerjali smo tudi resolucijo parov aminokislin in poskušali določiti optimalno temperaturo 
kolone. Opazili smo, da se z naraščanjem temperature kolone resolucija znižuje, kar pomeni, 
da so vrhovi na kromatogramu bližje skupaj. Posledično imamo slabšo ločbo vrhov. Pri 
temperaturi 30 °C je bila resolucija za izbrane pare aminokislin, ki smo jih primerjali med 
seboj največja. To nakazuje na najboljšo ločbo aminokislin pri temperaturi kolone 30 °C. S 
tem smo potrdili našo predhodno izbiro optimalne temperature kolone. 
46 
Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
4.8 VPLIV RAZLIČNIH TEMPERATUR CAD-DETEKTORJA 
 
Slika 20: Vpliv različnih temperatur CAD-detektorja. Temperature CAD detektorja: 23°C (svetlo modri 
kromatogram na sliki), 35°C (črni kromatogram na sliki), 60°C (temno modri kromatogram na sliki) in 90 °C 
(zeleni kromatogram na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 23, 35, 60 in 90 °C, za gradient metode glej 
preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na kromatogramu slike 20 so predstavljeni rezultati analize, pri kateri smo spreminjali 
temperaturo CAD-detektorja. Kromatogrami so bili posneti pod pogoji kromatografske 
metode, predstavljeni so v preglednicah 3 in 4, z izjemo temperature CAD-detektorja, ki je 
predstavljena v nadaljevanju rezultatov pod sliko 16. S svetlo modro barvo so predstavljeni 
rezultati CAD-detektorja s temperaturo 23 °C, s črno rezultati CAD-detektorja s temperaturo 
35 °C, s temno modro rezultati CAD-detektorja s temperaturo 60 °C in z zeleno barvo 
rezultati CAD-detektorja s temperaturo 90 °C. Razvidno je, da temperatura CAD-detektorja 
ne vpliva na ločbo analita, ampak na jakost signala kromatograma. Pri nižji temperaturi, v 
našem primeru 23 °C, je jakost signala CAD-detektorja najvišja. Pojavi pa se tudi porast 
bazne linije pri temperaturi 23 °C, kar vpliva na ločbo vrhov in reprezentativnost rezultatov. 
Najnižjo jakost signala CAD-detektorja pa dobimo pri temperaturi 90 °C. Takrat je jakost 
signala najnižja, bazna linija pa ne naraste. Enako kot ne naraste bazna linija kromatograma 
pri temperaturah 35 in 60 °C. Če podrobneje pogledamo kromatograme, vidimo, da so 
razlike v jakosti signala majhne. Najboljša ločba je sicer pri temperaturi 23 °C, vendar smo 
se zaradi opaženega porasta bazne linije pri te temperaturi odločili, da bomo nadaljnje 
analize izvajali pri temperaturi CAD-detektorja 35 °C, kar je tudi standardna delovna 
temperatura CAD-detektorja. 
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4.9 KONCENTRACIJE VZORCEV AMINOKISLIN  
 
Slika 21: Primerjava različnih koncentracij vzorcev Lizin in Prolin. Koncentracija analita v vzorcu: 0,005 
mg/mL (rdeč kromatogram na sliki), 0,01 mg/mL (roza kromatogram na sliki),  0,025 mg/mL (svetlo modri 
kromatogram na sliki), 0,05 mg/mL (zeleni kromatogram na sliki), 0,075 mg/mL (temno modri kromatogram 
na sliki) in 0,1 mg/mL (črni kromatogram na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura 
kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej 
preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na sliki 21 so predstavljeni kromatogrami dveh izbranih aminokislin lizin in prolin pri 
različnih koncentracijah standarda. Kromatografska metoda, s katero smo določali vpliv 
koncentracije, je opisana v preglednicah 3 in 4. Rezultati so predstavljeni za aminokislini 
lizin in prolin v koncentracijah 0,005 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL, 
0,075 mg/mL in 0,1 mg/mL.  
 
Kot lahko pričakujemo, je z naraščanjem koncentracije analita opazno naraščanje jakosti 
signala. Tako imamo največjo jakost signala pri koncentraciji analita 0,1 mg/mL, ki je 
prikazana na kromatogramu s črno barvo. Najnižjo jakost signala pa imamo pri koncentraciji 
analita 0,005 mg/mL, ki je predstavljen z rdečo barvo. Iz kromatograma je lepo razvidna 
odvisnost med površino vrhov in koncentracijo analita v standardu. Enak trend pa je zaslediti 
tudi pri preostalih aminokislinah, za katere smo spreminjali koncentracije aminokislin v 
standardu in spremljali odvisnost koncentracije aminokisline od površine vrhov 
kromatograma. Pri vseh trinajstih aminokislinah smo ugotovili enako, da se z naraščanjem 
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Preglednica 12: Odvisnost signala površine vrha in koncentracije za aminokislini prolin in lizin 
Koncentracija analita [mg/mL] Površina kromatografskega vrha 
[uV∙s] 
Lizin 
Površina kromatografskega vrha 
[uV∙s] 
Prolin 
0,005 3,84 3,44 
0,01 10,1 7,18 
0,025 29 22 
0,05 60,9 46 
0,075 85,5 66,5 
0,1 111 86,1 
 
 
Slika 22:  Odvisnost signala površine vrha in koncentracije za aminokislini prolin in lizin. Koncentracija 
analita v vzorcu: 0,005 mg/mL, 0,01 mg/mL,  0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,075 mg/mL in 0,1 mg/mL. 
Kromatografski pogoji pri katerih so bili dobljeni podatki: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. 
Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na sliki 22 je predstavljena odvisnost signala, ki jo predstavlja površina vrha od 
koncentracije standardov za izbrani aminokislini lizin in prolin. Koncentracija analita v 
vzorcu so znašale 0,005 mg/mL, 0,01 mg/mL,  0,025 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,075 mg/mL in 
0,1 mg/mL. V izbranem območju koncentracij smo pričakovali območje linearnosti 
detektorja CAD. Tako imamo na osi x- koncentracijo analita, na osi y pa površino vrhov za 
posamezni standard analita. Vidimo skoraj linearen odziv med spremenljivkama, ki je 
potrjen z enačbo premice. Za aminokislino prolin je enačba premice y = 881,95 x + 0,4159, 
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za aminokislino lizin pa je enačba premice y = 1134,8 x + 0,065. Odvisnost oziroma 
povezavo med spremenljivkama koncentracija in površina vrhov kromatograma smo 
določili s faktorjem R2 ali determinacijskim koeficientom. Pri linearni regresiji 
determinacijski koeficient R2 izraža delež variance odvisne spremenljivke, ki je pojasnjena 
z neodvisno spremenljivko. Za aminokislino prolin je vrednost R2 0,9981, za aminokislino 
lizin pa R2 0,9969. Oba determinacijska koeficienta tako nakazujeta na visoko odvisnost 
med spremenljivko koncentracije aminokisline v vzorcu s površino vrhov kromatograma. 
 
 Na prikazanem grafikonu je mogoče opaziti tudi rahlo ukrivljenost črte (odstopanje od 
linearnosti), ki se sklada s pričakovanji za CAD-detektor. Corona detektor (CAD) ima ozko 
linearno območje, zato v širšem območju prihajamo zunaj območja linearnosti in prihaja do 
ukrivljenosti odziva. Zato je določanje koncentracije analita v vzorcu možno določiti znotraj 
linearnega območja. To smo preverili z aminokislino lizin, in sicer smo na podlagi 
umeritvene krivulje koncentracije aminokisline lizin znotraj linearnega območja določili 
koncentracijo aminokisline v neznanem vzorcu. Z enako metodo, kot smo pripravili 
umeritveno krivuljo (našo razvito metodo), smo analizirali vzorec. Na kromatogramu smo 
dobili vrh za aminokislino lizin, ki smo ga integrirali in dobili podatek površine vrha (area) 
v uV∙s. S pomočjo območja linearnosti umeritvene krivulje smo tako za določeno površino 
odčitali koncentracijo aminokisline v vzorcu. 
 
Površina vrha lizina v vzorcu, ki smo jo določili z integracijo vrha, je znašala 42.3752 uV∙s. 
S pomočjo znane površine vrha smo iz enačbe premice umeritvene krivulje za lizin 
izračunali koncentracijo lizina v vzorcu. Dobili smo podatek, da je koncentracija lizina v 
vzorcu znašala 0,0374 ug/mL.  
  
50 
Škerlavaj T. Razvoj kromatografske metode za analizo izbranih aminokislin v bioloških zdravilih. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
4.10 VPLIV VOLUMNA INJICIRANJA VZORCA 
 
Slika 23: Vpliv volumna injiciranja vzorca. Volumen injiciranja: 5 µL (črni kromatogram slike), 10 µL 
(temno modri kromatogram slike), 20 µL (svetlo modri kromatogram na sliki) in 30 µL (zeleni kromatogram 
na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 5, 10, 
20 in 30 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. Nepolarna mobilna 
faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska kolona z reverzno 
fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 23 je predstavljen vpliv volumna injiciranja na obliko in površino vrhov, ki jih 
predstavlja zgornji kromatogram. Kromatogram je posnet pri kromatografskih pogojih 
analize, predstavljenih v preglednicah 3 in 4, z izjemo volumna injiciranja, ki je podrobneje 
predstavljen v nadaljnjih rezultatih pod sliko 24. Kot lahko razberemo iz kromatograma, se 
oblika vrhov spreminja le pri določenih aminokislinah pri 6. minuti, 11. minuti in 13. minuti. 
Te aminokisline, na katere vpliva volumen injiciranja vzorca, so lizin, prolin in histidin, pri 
preostalih aminokislinah volumen injiciranja ne vpliva na obliko vrhov. Se pa sorazmerno z 
večanjem volumna injiciranja veča tudi površina vrhov in posledično zmanjšuje resolucija. 
Zmanjševanje resolucije je v tem primeru zanemarljivo, saj vrhovi kljub večanju volumna 
injiciranja ostajajo ločeni in vrednost resolucije dosega kriterije ločbe vrhov. 
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Slika 24: Vpliv volumna injiciranja za aminokislino prolin. Volumen injiciranja: 5 µL (rdeč kromatogram 
slike), 10 µL (temno modri kromatogram slike), 20 µL (zeleni kromatogram na sliki) in 30 µL (črni 
kromatogram na sliki). Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen 
injiciranja: 5, 10, 20 in 30 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. 
Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena 
kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 
250 mm). 
Na kromatogramu slike 24 so podrobneje prestavljeni rezultati slike 23, ki prikazuje vpliv 
različnih volumnov injiciranja standarda aminokisline prolin. In sicer so volumni injiciranja 
znašali 5 µL, 10 µL, 20 µL in 30 µL. Iz kromatograma lahko opazimo, da različni volumni 
injiciranja analita vplivajo na obliko in površino vrha. Najmanjši volumen injiciranja, 5 µL, 
je predstavljen z rdečo barvo, volumen injiciranja 10 µL pa z modro. Sledi volumen 20 µL, 
ki mu pripada zelena barva, in največji volumen injiciranja 30 µL, ki je označen s črno barvo. 
Opazimo lahko, da pri večjih volumnih injiciranja prihaja do dvojnih vrhov, verjetno zaradi 
prevelike količine analita na koloni. Za volumne injiciranja do 5 µL so vrhovi nedeljeni in 
lahko aminokislino določimo z določanjem površine vrha pri določenem času eluiranja. 
Volumni injiciranja, večji od 5 µL aminokislinskega standarda, pa povzročijo deljenje vrhov, 
ki jih opazimo kot dvojne vrhove na kromatogramu. Takšnim vrhovom ne moremo točno 
določiti časa eluiranja in površine vrha.  
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Slika 25: Primerjava dveh vzorcev z različno pH-vrednostjo. Modre barve je predstavljen kromatogram 
vzorca pH 6,9 pripravljenega s H2O,  črne barve pa vzorec s pH 1,6, ki je bil pripravljen s polarno mobilno 
fazo (H2O + 0,4 % HFBA) Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen 
injiciranja: 20 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. Nepolarna 
mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska kolona 
z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 25 je prikazan kromatogram, posnet pod kromatografskimi pogoji metode, 
prikazane v preglednicah 3 in 4, ki predstavlja primerjavo dveh vrhov vzorca. Predstavljena 
vzorca imata različni pH-vrednosti. Z modro barvo je predstavljen kromatogram vzorca, 
pripravljenega s H2O, s črno barvo pa vzorec, ki je bil pripravljen s polarno mobilno fazo A 
(H2O + 0,4 % HFBA). Opazimo lahko, da ima vzorec, pripravljen v H2O, dvojni vrh na 
kromatogramu, čeprav vsebuje enako koncentracijo aminokisline lizin. Za oba vzorca je bil 
volumen injiciranja enak, in sicer 20 µL, enaki pa so bili tudi pogoji metode. Pri vzorcu črne 
barve, ki je bil nakisan, je bil pH 1,6, medtem ko je imel vzorec, pripravljen v H2O, nevtralni 
pH. Pri nižjem (kislem) pH se pojavlja le ena oblika aminokisline lizin, in sicer le v 
protonirani obliki. Medtem ko se pri nevtralnem pH pojavljata dve obliki lizina; protinirana 
in deprotonirana. Ker smo pri velikih volumnih injiciranja zaznali dvojne vrhove, lahko 
predpostavimo, da na kromatogramu vidimo protonirano in tudi deprotonirano obliko iste 
aminokisline. Zaradi tega je smiselno ob velikih vzorcih injiciranja pripraviti s topilom, ki 
je enako kot polarna mobilna faza A (kisel pH). 
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4.11 NEPOLARNA MOBILNA FAZA BREZ IN Z DODATKOM 0,4 % ION-PAIR 
MODIFIKATORJA HFBA 
Raziskovali smo vpliv dodatka 0,4 % HFBA-ion-pair modifikatorja v nepolarno mobilno 
fazo za osnovni in razviti metodi. Namen dodatka ion-par modifikatorja v nepolarno mobilno 
fazo je bilo potencialno znižanje bazne linije za osnovno in razvito metodo. 
 
Slika 26: Primerjava mobilnih faz B brez in z dodatkom 0,4 % ion-pair modifikatorja HFBA (razvita 
metoda). Ne polarna mobilna faza 100% ACN (črna barva kromatograma na sliki), ne polarna mobilna faza 
ACN + 0,4% HFBA (modra barva kromatograma na sliki). Polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA) se ni 
preminjala. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 5 µL, 
temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 3. Uporabljena kromatografska 
kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 26 je predstavljena primerjava kromatogramov za spreminjanje nepolarne mobilne 
faze za razvito metodo. Za predstavitev pogojev kromatografske metode glej preglednici 3 
in 4. Polarna mobilna faza je bila enaka za obe spremembi nepolarne mobilne faze (H2O + 
0,4 % HFBA). Kot je razvidno iz kromatograma modre barve, je dodatek 0,4 % HFBA ion-
pair modifikatorja vplival na znižanje bazne linije. Z črno barvo je predstavljena nepolarna 
mobilna faza: 100% ACN, z modro barvo pa nepolarna mobilna faza: 0,4% HFBA v ACN. 
Pozitivna sprememba bazne linije izboljša resolucijo kromatograma, zato smo dodatek 0,4% 
HFBA v nepolarno mobilno fazo ovrednotili kot smiselne.  
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Slika 27: Primerjava mobilnih faz B brez in z dodatkom 0,4 % modifikatorja HFBA (osnovna metoda). 
Ne polarna mobilna faza 100% ACN (črna barva kromatograma na sliki), ne polarna mobilna faza ACN + 
0,4% HFBA (modra barva kromatograma na sliki). Polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA) se ni 
preminjala. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 5 µL, 
temperatura CAD-detektorja: 35 °C, za gradient metode glej preglednico 2. Uporabljena kromatografska 
kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 27 je predstavljena primerjava kromatogramov za spreminjanje nepolarne mobilne 
faze za osnovno metodo (glej preglednici 2 in 4). S črno barvo je prikazan kromatogram 
analize, pri čemer smo dodali 0, 4 % HFBA ion-pair modifikatorja le v polarno mobilno 
fazo. Z modro barvo je predstavljen kromatogram analize, pri čemer smo 0,4 % HFBA 
dodali v polarno mobilno fazo A in tudi v nepolarno mobilno fazo B. Iz kromatogramov je 
razvidno, da smo z dodatkom 0,4 % HFBA ion-pair modifikatorja v nepolarno mobilno fazo 
B znižali bazno linijo analize.  
 
Pri obeh metodah osnovni in tako tudi razviti metodi smo z dodatkom ion-pair modifikatorja 
znižali bazno linijo kromatograma: pri osnovni metodi od 13. minute naprej, pri razviti 
metodi pa od 16,5. minute. Znižanje bazne linije nam omogoča lažjo detekcijo posameznih 
analitov in vpliva na večjo resolucijo. Na podlagi dobljenih rezultatov smo se odločili, da 
bomo dodajali HFBA ion-pair modifikator tudi v nepolarno mobilno fazo. Tako se bo 0,4% 
dodatka HFBA ion-pair modifikatorja dodajalo v polarno in ne polarno mobilno fazo. S tem 
vplivamo na samo ločbo. 
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4.12 PONOVLJIVOST INJICIRANJA 
Ponovljivost injiciranja je eden ključnih parametrov validacije. V ta namen smo ponovljivost 
injiciranja pokazali z relativno standardno deviacijo (RSD) 6 ponovitev. Za standard 
aminokisline lizin v koncentraciji 0,2 mM smo izvedli zaporedno injiciranje istega standarda 
pri istih pogojih metode. 
 
Slika 28: Ponovljivost injiciranja. Kromatografski pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, 
volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C, analit: lizin, za gradient metode glej 
preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). 
Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 
µm 2,1 × 250 mm). 
Na sliki 28 so prikazani rezultati zaporednega injiciranja standarda aminokisline lizin. 
Kromatogram je posnet pri kromatografskih pogojih, predstavljenih v preglednicah 3 in 4. 
Kot je razvidno iz kromatograma slike 28, prihaja do prekrivanja kromatografskih vrhov ob 
ponovljivem se injiciranju aminokisline lizin. Opravili smo šest zaporednih injiciranj vzorca, 
ki je vseboval 0,2 mM aminokisline Lizin. Sovpadanje vrhov pomeni, da ni velikih odstopanj 
med posameznimi injiciranji standarda. Zato lahko predpostavimo, da imamo ponovljivo 
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Preglednica 13: Ponovljivost injiciranja 







Povprečje površine 1024∙105 
Std. Dev. 1531227 
% RSD 1,5 
Izračunali smo relativni standardni odmik za 6 zaporednih injiciranj standarda lizina. Na 
podlagi izračunane vrednosti lahko potrdimo ponovljivost metode. Delež RDS je znaša  
1,5 %. Nižja kot je vrednost RSD manj razpršeni so vzorci, tako lahko torej potrdimo 
ponovljivost injiciranja razvite metode. 
4.13 REALNI VZORCI IN TOČNOST METODE 
4.13.1 Določanje aminokislin v realnih vzorcih 
 
Slika 29: Pregled realnih vzorcev. Vzorec 10 vsebuje aminokislino lizin (črni kromatogram na sliki), vzorec 
11 aminokislino arginin (svetlo modri kromatogram na sliki), vzorec 12 vsebuje aminokislino prolin (zeleni 
kromatogram na sliki) in vzorec 13 aminokislino histidin (modri kromatogram na sliki). Pretok: 0,3 mL/min, 
temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 10 µL, temperatura CAD-detektorja: 35 °C,  za gradient 
metode glej preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). 
Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 
µm 2,1 × 250 mm). 
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Na kromatogramu slike 29 so predstavljeni rezultati analize realnih vzorcev, ki smo jih dobili 
ob uporabi razvite metode (glej preglednici 3 in 4) in z volumnom iniciranja 10 µL. Za štiri 
realne vzorce smo poznali približne vsebnosti posameznih aminokislin v formulacijah. 
Realne vzorce je bilo treba redčiti do primerne koncentracije proteina 0,15 mg/mL za 
analizo. Tako smo vzorec 10, 11, 12 redčili 500x. Vzorec 13 pa smo redčili 100x, da smo 
dobili koncentracijo proteina 0,3 µg/mL v vzorcu. 
 
Na podlagi primerjave dobljenih kromatogramov in našega standarda (miks trinajstih 
različnih aminokislin) smo potrdili prisotnost posamezne aminokisline v realnem vzorcu. 
Vzorec 10 vsebuje aminokislino lizin, vzorec 11 aminokislino arginin, vzorec 12 vsebuje 
aminokislino prolin in vzorec 13 aminokislino histidin.  
4.13.2 Določanje koncentracije lizina v vzorcu  
Preverjanje naše metode je vsebovalo tudi analizo določitve koncentracije aminokisline lizin 
v realnem vzorcu. Pripravili smo posamezne koncentracije standarda lizina. Tako smo imeli 
pet standardov aminokisline lizin z znanimi koncentracijami. 
Preglednica 14: Koncentracije standarda aminokisline lizin 
Standard Koncentracija lizina [mM] 
STD 50 0,10 
STD 80 0,16 
STD 100 0,20 
STD 120 0,24 
STD 150 0,30 
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Slika 30: Umeritvena krivulja aminokisline lizin. R 0,999 (y=4.65e+008x+6.74e+006). Kromatografski 
pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-
detektorja: 35 °C, analit: lizin, za gradient metode glej preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), 
polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo 
Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). Koncentracije aminokisline lizin v 
vzorcu: 0,10 mM, 0,16 mM, 0,20 mM 0,24 mM, 0,30 mM. 
Na sliki 30 je predstavljena umeritvena krivulja za aminoksilino lizin, s katero smo določili 
koncentracijo aminokisline lizin v naših vzorcih. Umeritveno krivuljo smo določili na 
podlagi dobljenih razultatov, posnetih z razvito kromatografsko metodo (glej preglednici 3 
in 4). Dvema vzorcema smo določili koncentracijo lizina s preračunom površine vrhov 
kromatograma. S preračunom enačbe premice umeritvene krivulje in površine vrhov lahko 
izračunamo koncentracijo lizina v vzorcu. 
Preglednica 15: Izračunane koncentracije aminokisline lizin v vzorcih 
Vzorec Površina 
(area) [ uV∙s] 
Koncentracija 
lizina [mM] 
Vzorec 1 1643∙105 84,8 
Vzorec 2 7708∙104 37,9 
Vzorec 3 (vzorec 2 + 0,25 
mM aminoksiline lizin) 
1243∙105 63,3 
* Vsi vzorci lizina so bili redčeni 250x. 
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Za vzorec 1 smo določili površino kromatografskega vrha aminokisline lizin 1643∙105 uV∙s. 
Ob preračunu z uporabo enačbe premice umeritvene krivulje za lizin smo dobili 
koncentracijo lizina v vzorcu 84,8 mM. Za vzorec 2 smo določili površino kromatografskega 
vrha aminokisline lizin 7708∙104 uV∙s. Ob preračunu z uporabo enačbe premice umeritvene 
krivulje za lizin smo dobili koncentracijo lizina v vzorcu 37,9 mM.  
4.13.3 Točnost metode 
Točnost metode smo preverjali z vzorcem 3, pri čemer smo znani koncentraciji 0,25 mM 
aminokisline lizin dodali 37,9 mM vzorca 2. Izmerjena koncentracija za vzorec 3 je znašala 
63,5 mM.  
 
Točnost metode smo izračunali z enačbo: 
Recovery (%) = izmerjena koncentracija/teoretična koncentracija                     …(4) 
 
In dobili vrednost 100,6 %. Izmerjena koncentracija je znašala 63,3 mM, medtem ko je bila 
teoretična koncentracija 62,9 mM. 
 
 
Slika 31: Točnost metode. Modri kromatogram vzorec 3 (vzorec 2 + 0,25 mM aminokisline lizin) končna 
koncentracija vzroca 3 je 63,3 mM.  Črni kromatogram vzorec 2 koncentracije 37,9 mM. Kromatografski 
pogoji: Pretok: 0,3 mL/min, temperatura kolone: 30 °C, volumen injiciranja: 2 µL, temperatura CAD-
detektorja: 35 °C, analit: lizin, za gradient metode glej preglednico 3. Nepolarna mobilna faza (100 % ACN), 
polarna mobilna faza (H2O + 0,4 % HFBA). Uporabljena kromatografska kolona z reverzno fazo Thermo 
Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II (2,2 µm 2,1 × 250 mm). 
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Na sliki 31 je predstavljen kromatogram za določanje točnosti metode. Uporabljena metoda 
je predstavljena v preglednicah 3 in 4. Z modro bravo je prikazan kromatogram vzorca 3 
(vzorec 2 + 0,25 mM aminokisline lizin), s črno bravo pa kromatogram vzorca 2. Kot je 
razvidno iz kromatograma, imata vzorca različne koncentracije aminokisline lizin, in sicer 
ima vzorec 2 površino 7708∙104 uV∙s, vzorec 3 pa 1243∙105 uV∙s. Ob preračunu površine 
smo dobili vrednosti koncentracij za vzorec 2 37,9 mM in vzorec 3 63,3 mM.  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
V magistrski nalogi so predstavljeni rezultati razvoja metode, ki so nas pripeljali do metode, 
primerne za določanje aminokislin v (bio)farmacevtskih izdelkih. Z uporabo HPLC-
instrumentacije, kolone Acclaim RSLC Polar Advantage II in CAD-detektorja smo razvili 
metodo za določanje trinajstih aminokislin, ki so najpogosteje prisotne v formulatorskih 
vzorcih. Težava pri detekciji aminokislin je pomanjkanje kromoforja in s tem otežena 
detekcija z UV-detekcijo. Zato se za določitev aminokislin v biofarmacevtiki lahko 
uporablja detektor CAD, ki omogoča zaznavo vseh nehlapnih komponent vzorca. 
 
Ker so aminokisline hidrofilne molekule, smo zadrževanje hidrofilnih aminokislin na 
kromatografski koloni dosegli z dodajanjem ion-pair modifikatorjev v mobilne faze. 
Zastavili smo vrsto eksperimentov, s katerimi smo prišli do končnega cilja, ob tem pa smo 
si pomagali s pregledom literature. Retenzijske čase kromatografskih vrhov analitov, 
posnetih z osnovno metodo, smo spremljali ob dodajanju različnih modifikatorjev v vodno 
mobilno fazo. Pri tem se je najbolj izkazal ion-pair modifikator HFBA 
(heptafluorobutanojska kislina). Določili smo tudi optimalno koncentracijo HFBA v mobilni 
fazi (0,4 % dodatka HFBA v polarno mobilno fazo), pri kateri dosežemo najboljšo ločbo 
aminokislin. Temu je sledila določitev najboljšega gradienta metode, in sicer smo pripravili 
tri različne metode, za katere smo primerjali rezultate kromatogramov. Prišli smo do  
zaključka, da najlepšo ločbo posameznih vrhov dobimo pri metodi, katere čas trajanja je bil 
najdaljši, in sicer 33 minut. 
 
Tako smo potrdili naši hipotezi 1 in 2, in sicer, da dodatek ion-pair modifikatorja v polarno 
mobilno fazo vpliva na boljšo ločbo in, da daljša kot je C-veriga ion-pair modifikatorja, 
boljša je ločba analitov. Dokazali smo tudi dodatek ion-pair modifikatorja v nepolarno 
mobilno fazo B, kjer smo tako znižali bazno linijo kromatograma. 
 
Gradient, ki smo ga navedli v hipotezi 4, vpliva na ločbo analitov. Dostopnejše kot je 
spreminjanje deleža nepolarne mobilne faze, daljši je čas zadrževanja analita na koloni in 
izboljša se ločba. Med razvojem metode smo poskušali postaviti optimalni čas trajanja 
metode, zato smo kot gradientno metodo izbrali metodo, pri kateri se delež nepolarne 
mobilne faze povečuje do 24. minute trajanja metode in zavzema največji delež v vrednosti 
deleža 45 % nasproti polarni mobilni fazi, ki ji tako pripada delež 55 %. Tako smo s 
spremljanjem metod, pri katerih smo spreminjali gradiente metode, potrdili hipotezo 4. 
Delovanje metode smo preizkusili tudi z drugo kolono. Izbrali smo kolono RP polar-
embeded drugega proizvajalca, ki je bila po lastnostih primerljiva z našo prvotno 
kromatografsko kolono. V poglavju 4.6. je zapisano, da se je za boljšo kolono izkazala 
kolona proizvajalca Thermo (kolona Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II), pri 
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kateri smo dobili boljšo ločbo in ponovljive rezultate kot pri drugi koloni proizvajalca 
Agilent (ZORBAX Bonus – RP), saj ni bilo porasta bazne linije kromatograma. 
Optimalne kromatografske pogoje metode smo določili z vrsto eksperimentalnih poskusov, 
pri katerih smo določili vpliv temperature kolone na ločbo, vpliv temperature CAD-
detektorja na signal analitov, volumen injiciranja vzorcev in spremembo nepolarne mobilne 
faze B (MeOH namesto ACN).  
 
Potrdili smo tudi našo tretjo hipotezo, in sicer, da se z višanjem temperature kolone časi 
zadrževanja analita na kolini krajšajo. Krajšanje časov zadrževanja analita na koloni vpliva 
na ločbo, in sicer smo tako metodo izvajali pri temperaturi kolone 30 °C, saj smo pri tej 
temperaturi dobili najboljšo ločbo analitov. Kot temperaturo CAD-detektorja smo izbrali 35 
°C, saj dobimo najvišjo jakost signala in ni porasta bazne linije, kot smo opazili pri nižji 
temperaturi. 
 
Med razvojem metode smo opazili tudi, da nakisane vzorca, torej priprava vzorca v nepolarni 
mobilni fazi (0,4% HFBA v H20) namesto samo v MqH2O vpliva na obliko aminokislin v 
vzorcu. Tako opazimo na kromatogramu le eno obliko aminokislin v vzorcu in sicer 
protonirano obliko. Kot posledica opazimo le enojne vrhove analita na kromatogramu in 
nimamo deljenih vrhov, kot se to pojavlja pri ne nakisanem vzorcu (priprava vzorca v  H2O), 
kjer imamo prisotno v vzorcu protonirano in deprotonirano obliko aminokisline.  
 
Končno razvito metodo smo pregledali še z nekaterimi validacijskimi testi in spremljali 
ponovljivost in točnost metode. Praktično uporabnost metode smo preverili z uporabo na 
realnih formulatorskih vzorcih bioloških zdravil. 
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Naša končna metoda za določanje aminokislin je sestavljena iz naslednjih parametrov: 
 
Kromatografska kolona: Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II  
     2,2 µm 2,1 × 250 mm 
Mobilna faza A: 0,4 % heptafluorobutanojska kislina (H2O) 
Mobilna faza B: 0,4 % heptafluorobutanojska kislina (ACN) 
Pretok: 0,3 mL/min 
Temperatura kolone: 30 °C 
Čas metode: 24,4 min + 8 min ekvilibracija 
Volumen injiciranja: 5 µL 
Detektor: Corona Veo RS detector (CAD) 
Temperatura CAD-detektorja: 35 °C 
 
 
Preglednica 16: Gradient metode 
Čas (min) A [%] B [%] 
0 100 0 
5 100 0 
16 70 30 
24 55 45 
24,4 100 0 
33 100 0 
*A: polarna mobilna faza. B: nepolarna mobilna faza  
 
Eksperimentalno delo je potekalo brez večjih zapletov in nevšečnosti. Dobro zastavljen načrt 
dela in rezultati analiz so celotni razvoj metode vodili v pravo smer, k doseganju želenega 
cilja. Ovira je bila pomanjkanje literature na področju določanja aminokislin z uporabo 
reverzno fazne kromatografije. Razvita metoda dosega postavljene cilje in je (kot smo 
načrtovali) ponovljiva, točna in selektivna. Metodo bi bilo v nadaljevanju mogoče tudi 
validirati z opravljenimi vsemi validacijskimi testi, vendar za nas uradna validacija metode 
ni bila potrebna, saj se bo metoda za zdaj uporabljala le v razvoju bioloških zdravil. 
 
Metoda se že uporablja na analitskem oddelku razvoja bioloških zdravil (Lek, d. d., Mengeš) 
za določanje aminokislin v formulatorskih vzorcih bioloških zdravil. 
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Med razvojem metode smo prišli do pomembnih spoznanj, ki so nas pripeljala do končne 
razvite metode, primerne za določanje aminokislin v farmacevtskih izdelkih. Raziskovalno 
delo je bilo opravljeno v podjetju Lek, d. d., Mengeš, v katerem smo pod vodstvom 
delavnega mentorja zasnovali razvoj metode. Cilj naloge je bil razviti preprosto, a hkrati 
robustno in točno metodo za določanje aminokislin v formulatorskih izdelkih. S pregledno 
osnovno metodo smo najprej poskušali določiti trinajst izbranih aminokislin, za katere smo 
pripravili delovni vzorec. Pregledna metoda je služila pregledu delovanja izbrane kolone 
Thermo Scientific Acclaim RSLC Polar Advantage II 2,2 µm 2,1 × 250 mm in pregledu 
delovanja sistema ter analitskega vzorca. Od trinajst aminokislin, ki tvorijo vzorec, nam je 
najprej uspelo glede na standard določiti le 5 posameznih aminokislin. Sledil je nadaljnji 
razvoj metode, da bi prišli do končnega cilja – določitve vseh trinajst najpogostejših 
aminokislin v formulatorskih vzorcih. Izbrana kromatografska tehnika tekočinske 
kromatografije na reverzni fazi nam je pogojevala uporabo ion-pair modifikatrjev ali tako 
imenovanih ion-pair reagentov v mobilne faze (polarno in nepolarno mobilno fazo). Izbira 
najprimernejšega ion-pair modifikatorja je potekala z analizo petih izbranih ion-pair 
modifikatorjev, ki so se med seboj razlikovali v dolžini ogljikove verige. Med vsemi 
analiziranimi smo za najboljši ion-pair modifikator izbrali HFBA (heptafluorobutanojska 
kislina), katere resolucija je bila najprimernejša. Sledila je določitev optimalne koncentracije 
izbranega ion-pair HFBA-modifikatorja v polarni mobilni fazi A. Tako smo primerjali 
različne koncentracije HFBA-ion-pair modifikatorja med seboj in kot najboljšo 
koncentracijo izbrali 0,4 % HFBA v polarni mobilni fazi. Enako smo primerjali tudi dodatek 
0,4 % HFBA-modifikatorja v nepolarno mobilno fazo B in dobili boljše resolucije, saj 
dodatek HFBA-modifikatorja v nepolarno mobilno fazo zniža bazno linijo kromatograma in 
posledično dobimo višje vrednosti resolucije. Pri nepolarni mobilni fazi smo naredili 
primerjavo tudi med dvema nepolarnima topiloma, in sicer med metanolom (MeOH) in 
acetonitrilom (ACN). Pri tem smo dobili boljše rezultate pri uporabi ACN-nepolarnega 
topila, saj smo pri uporabi MeOH dosegali previsoke tlake za sistem (meja instrumenta 
HPLC je 600 bar). Nadaljnji razvoj metode je zajemal spremembo gradienta in njegovo 
optimizacijo, pri čemer smo poleg osnovne metode primerjali tudi tri razvite gradiente 
metode. S primerjanjem vrednosti resolucij za posamezne metode smo določili najboljši 
gradient metode in s tem spreminjanje razmerja med polarno in nepolarno mobilno fazo. Ko 
smo postavili okvirne parametre metode in določili ključne dejavnike razvoja, smo metodo 
preizkusili tudi na enaki metodi drugega proizvajalca. S tem smo preverili robustnost metode 
in videli, da je primerna za uporabo na različnih kromatografskih kolonah RP polar embeded. 
Sledila je optimizacija finih parametrov metode, ki se je začela z izborom optimalne 
temperature kromatografske kolone. Pri tem smo primerjali resolucije kromatogramov ob 
različnih temperaturah kromatografske kolone in določili najboljše rezultate pri temperaturi 
kolone 30 °C. Tudi volumen injiciranja vzorca smo določili na podlagi primerjave različnih 
volumnov injiciranja in zbrali končni volumen 5 µL injiciranega vzorca na kolono. 
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Temperatura Corona Veo RS detector (CAD) je bila na podlagi dobljenih vrednosti 
resolucije med analiziranimi vzorci določena. In sicer je bila najboljša ločba in s tem 
detekcija vrhov analita opažena pri temperaturi CAD-detektorja 35 °C. Metodo smo preverili 
tudi z analizo točnosti in ponovljivosti ter dobili ugodne rezultate. Zaključili smo, da je naša 
metoda točna in ponovljiva. Končno uporabnost razvite metode smo testirali tudi s ponovno 
določitvijo vseh trinajstih aminokislin v standardnem miksu aminokislin. Rezultati so bili 
pozitivni, saj smo z našo razvito metodo lahko določili vseh trinajst posameznih aminokislin, 
katerih kromatografski vrhovi so bili med seboj ločeni in smo za vsak par aminokislin lahko 
določili tudi resolucijo. Tako smo razvito metodo testirali na realnih formulatorskih vzorcih 
bioloških zdravil, za katere smo določili prisotne aminokisline. Končni rezultat je bil, da smo 
lahko določili posamezne aminokisline, ki so v realnih formulatorskih vzorcih bioloških 
zdravil.  
 
Končni cilj je bil dosežen in uspelo nam je razviti kromatografsko metodo, ki temelji na 
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